Development of method for determination of simvastatin and simvastatin acid in rat serum by liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry by Pavlič, Lea
UNIVERZA V LJUBLJANI 
FAKULTETA ZA FARMACIJO 
 
 
LEA PAVLIČ 
 
RAZVOJ METODE ZA MERJENJE KONCENTRACIJ SIMVASTATINA IN 
SIMVASATINSKE KISLINE V PODGANJEM SERUMU S TEKOČINSKO 
KROMATOGRAFIJO, SKLOPLJENO S TANDEMSKO MASNO 
SPEKTROMETRIJO 
DEVELOPMENT OF METHOD FOR DETERMINATION OF SIMVASTATIN 
AND SIMVASTATIN ACID IN RAT SERUM BY LIQUID CHROMATOGRAPHY 
COUPLED WITH TANDEM MASS SPECTROMETRY 
 
ENOVITI MAGISTRSKI ŠTUDIJ FARMACIJA 
 
 
 
 
 
 
 
Ljubljana, 2020 
  
II 
 
Magistrsko nalogo sem opravljala na Univerzi v Ljubljani, Fakulteti za farmacijo pod 
mentorstvom doc. dr. Jurija Trontlja na Katedri za biofarmacijo in farmakokinetiko.  
 
 
Zahvala 
Zahvaljujem se mentorju doc. dr. Juriju Trontlju za usmerjanje, strokovno pomoč in 
nasvete pri laboratorijskem delu in pri končni izdelavi magistrske naloge. Hvala tudi 
ostalim sodelavcem Katedre za biofarmacijo s farmakokinetiko, ki so mi pomagali pri delu 
v laboratoriju. 
Zahvaljujem se svojim staršem, sestri Tini in Jerneju za vso podporo in spodbude med 
študijem, predvsem pa za potrpežljivost med nastajanjem magistrske naloge. 
Zahvala gre tudi vsem, s katerimi sem med študijem preživela nepozabne trenutke. 
 
 
Izjava 
Izjavljam, da sem magistrsko delo samostojno izdelala pod vodstvom mentorja doc. dr. 
Jurija Trontlja. 
Lea Pavlič 
Ljubljana, 2020 
 
 
Predsednica magistrske komisije: prof. dr. Julijana Kristl 
Mentor: doc. dr. Jurij Trontelj 
Član komisije: doc. dr. Stane Pajk  
III 
 
VSEBINA 
VSEBINA ........................................................................................................................ III 
POVZETEK ..................................................................................................................... V 
ABSTRACT ................................................................................................................... VI 
SEZNAM OKRAJŠAV ................................................................................................. VII 
1. UVOD ........................................................................................................................1 
2. NAMEN DELA ..........................................................................................................8 
3. MATERIALI IN METODE ........................................................................................9 
3.1. MATERIALI .......................................................................................................9 
3.1.1. Kemikalije ....................................................................................................9 
3.1.2. V laboratoriju pripravljene raztopine .............................................................9 
3.1.3. Standardi .................................................................................................... 10 
3.1.4. Biološki material......................................................................................... 11 
3.1.5. Laboratorijska oprema ................................................................................ 11 
3.2. METODE .......................................................................................................... 13 
3.2.1. Priprava založnih raztopin in redčenje internega standarda .......................... 13 
3.2.2. Priprava delovnih raztopin .......................................................................... 14 
3.2.3. Priprava plazemskih in serumskih vzorcev .................................................. 15 
3.2.4. Obarjanje proteinov .................................................................................... 15 
3.2.5. Ekstrakcija na trdnem nosilcu ..................................................................... 15 
3.2.6. Tekočinska ekstrakcija ................................................................................ 17 
3.2.7. LC-MS/MS ................................................................................................. 18 
3.2.8. Končna metoda ekstrakcije ......................................................................... 22 
3.2.9. Preizkus metode po zahtevah za validacijo bioanalizne metode ................... 22 
4. REZULTATI IN RAZPRAVA ................................................................................. 28 
4.1. Obarjanje proteinov ........................................................................................... 28 
4.2. Razvoj ekstrakcije na trdnem nosilcu ................................................................. 28 
4.3. Razvoj tekočinske ekstrakcije ............................................................................ 34 
4.4. Tekočinska kromatografija sklopljena s tandemsko masno spektrometrijo ......... 43 
4.5. Preizkus metode po zahtevah za validacijo bioanalizne metode .......................... 46 
4.5.1. Selektivnost ................................................................................................ 46 
4.5.2. Umeritvena krivulja, točnost in natančnost .................................................. 46 
IV 
 
4.5.3. Umeritvena krivulja s človeško plazmo ....................................................... 52 
4.5.4. Izkoristek in vpliv ozadja ............................................................................ 54 
4.5.5. Stabilnost .................................................................................................... 55 
4.5.6. Umeritvena krivulja pri testiranju vzorcev .................................................. 57 
5. SKLEP ..................................................................................................................... 59 
6. LITERATURA ......................................................................................................... 60 
  
V 
 
POVZETEK 
Simvastatin je laktonsko predzdravilo, ki ima obsežen metabolizem prvega prehoda v 
jetrih. Njegov glavni presnovni produkt je simvastatinska kislina, ki je aktivna oblika 
simvastatina in deluje zaviralno na 3-hidroksi-3-metil glutaril koencim A reduktazo ter s 
tem zmanjša sintezo holesterola v jetrih. Simvastatin ima zaradi slabe vodotopnosti in 
obširnega metabolizma prvega prehoda zelo nizko biološko uporabnost. 
V podporo predklinični študiji na podganah, katere namen je primerjava farmakokinetičnih 
lastnosti novega predzdravila in različnih na UL-FFA razvitih formulacij s simvastatinom, 
smo želeli razviti občutljivo, selektivno, točno in natančno metodo za merjenje 
koncentracij simvastatina in simvastatinske kisline v majhnih (100 µL) volumnih 
podganjega seruma. Poskusili smo tri različne načine priprave vzorcev, tako da smo izvedli 
obarjanje proteinov, ekstrakcijo na trdnem nosilcu z različnimi kartušami in tekočinsko 
ekstrakcijo z različnimi organskimi topili. Vzorce smo analizirali s tekočinsko 
kromatografijo sklopljeno s tandemsko masno detekcijo, pri čemer smo primerjali tudi 
uporabo različnih kolon in njihov vpliv na odziv spojin. Razvoj metode je potekal na 
vzorcih s človeško plazmo, končni preizkus izbrane optimalne metode s tekočinsko 
ekstrakcijo s terc-butil metil etrom, pa smo izvedli na vzorcih s podganjim serumom. 
Selektivnost in natančnost metode smo ovrednotili na koncentracijskem območju med 
0,5 µg/L in 50 µg/L. Ugotovili smo, da je simvastatin težavna spojina za analizo, ker ima 
problematično stabilnost in slabo ponovljivost priprave vzorcev. Boljšo ponovljivost je 
izkazovala simvastatinska kislina. Dokazali smo, da pri razviti metodi ni prisotnega učinka 
matrice, učinkovitost procesa priprave vzorca pa je okoli 15 % za simvastatin in 30 % za 
simvastatinsko kislino. Kljub nizkim vrednostim pa smo metodo preverili in zagotovili 
njeno ustreznost ter jo tudi potrdili v praksi na velikem številu vzorcev iz farmakokinetične 
študije. 
Ključne besede: simvastatin, simvastatinska kislina, podganji serum, LC-MS/MS  
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ABSTRACT 
Simvastatin is a lactonic prodrug which has a large first pass metabolism in the liver. Its 
most important metabolite is simvastatin acid, an active form of simvastatin that is HMG-
CoA reductase inhibitor and that causes decrease in cholesterol synthesis in liver. Because 
of the simvastatin’s low aqueous solubility and its large first pass metabolism simvastatin 
has extremely low bioavailability. 
The aim of our work was to develop a sensitive, accurate and precise method for 
determination of simvastatin and simvastatin acid in small aliquots of rat plasma (100 µL). 
The developed method should serve as analytical support the pharmacokinetic preclinical 
study, where a novel simvastatin prodrug and various simvastatin formulations were 
compared in terms of their pharmacokinetic properties To select the optimal sample 
preparation technique, three methods were tested: protein precipitation, solid phase 
extraction using different cartridges and liquid extraction using different organic solvents. 
The samples were analysed by liquid chromatography coupled to tandem mass 
spectrometry. Additionally two different columns and their influence on analyte response 
were tested and compared. The method development was performed using human plasma 
as a surrogate, while the final method which utilized the liquid-liquid extraction by terc-
buthyl methyl ether was accomplished on rat serum. 
The selectivity, accuracy and precision were tested in concentration range between 
0.5 µg/L and 50 µg/L. We concluded that simvastatin is a problematic analyte due to high 
variability during the sample preparation and poor stability. Better precision was achieved 
with simvastatin acid. We proved that the chosen method does not suffer from matrix 
effect, and the process efficiency is around 15% for simvastatin and around 30% for 
simvastatin acid. Regardless of the low process efficiency, the method has been 
successfully applied to a large number of study samples. 
Key words: simvastatin, simvastatin acid, rat serum, LC-MS/MS  
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SEZNAM OKRAJŠAV 
AK Askorbinska kislina 
BHT Butiliran hidroksitoluen 
c Koncentracija 
DR Delovna raztopina standarda 
EtAc Etil acetat 
Hal Haloperidol 
HDL Lipoprotein z visoko gostoto (ang. High density lipoprotein) 
HMG-CoA 3-hidroksi-3-metil glutaril koencim A 
IS Interni standard 
LC-MS/MS Tekočinska kromatografija sklopljena s tandemsko masno spektrometrijo 
LDL Lipoprotein z nizko gostoto (ang. Low density lipoprotein) 
LLOQ Spodnja meja kvantifikacije (ang. Lowest level of quantification) 
MF Mobilna faza 
n.a. Ni aplikativno 
QC Kontrolni vzorec 
SimA Simvastatinska kislina 
SimA-IS Devteriran interni standard simvastatinske kisline – Simvastatinska 
kislina-D6 
SimV Simvastatin 
SimV-IS Devteriran interni standard simvastatina – Simvastatin-D6 
SPE Ekstrakcija na trdnem nosilcu (ang. Solid phase extraction) 
ST Sobna temperatura 
TBME Terc-butil metil eter 
VLDL Lipoprotein z zelo nizko gostoto (ang. Very low density lipoprotein) 
ZR Založna raztopina standarda 
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1. UVOD 
HIPERLIPIDEMIJA 
Bolezni srca in ožilja so v razvitem svetu in v Sloveniji eden glavnih razlogov za 
umrljivost (1). Predstavljajo veliko finančno breme za družbo, zato je velik poudarek na 
preventivi srčno-žilnih bolezni – s spremembo življenjskega sloga ali z zdravili (2). 
Dejavniki tveganja za razvoj srčno-žilnih bolezni so povečana koncentracija lipidov v krvi 
(hiperlipidemije), povišan krvni tlak, sladkorna bolezen, debelost, fizična neaktivnost, 
kajenje, spol (moški) in starost (2). Običajno je pri posamezniku prisotnih več dejavnikov 
tveganja in z večanjem števila dejavnikov tveganja se povečuje tudi tveganje za srčno-žilne 
zaplete (2). 
Hiperlipidemije delimo na primarne, pri katerih gre predvsem za kombinacijo prehrane in 
genetskega zapisa, in na sekundarne, ki so posledica ostalih stanj, kot so sladkorna 
bolezen, alkoholizem, nefrotski sindrom, kronična ledvična bolezen, hipotiroidizem in 
bolezni jeter (3). Glede na to, kateri lipoprotein je povečan, se primarna hiperlipidemija po 
Fredericksonovi klasifikaciji deli na šest tipov hiperlipoproteinemij (3). Največje tveganje 
za srčno-žilne bolezni predstavlja tip IIa, znan tudi kot družinska hiperholesterolemija, pri 
katerem gre za povečan LDL-holesterol zaradi zmanjšanega izražanja gena za receptorje za 
LDL-holesterol (3). 
Ne-farmakološki pristop k zdravljenju hiperlipidemij je sprememba življenjskega sloga, ki 
vključuje uživanje hrane z manj nasičenimi maščobnimi kislinami in z več vlakninami, 
znižanje telesne teže, povečano fizično aktivnost, znižano uživanje alkohola in opustitev 
kajenja (2). Farmakološko se hiperlipidemije zdravi s širokim spektrom učinkovin, ki 
vplivajo na sintezo holesterola (statini), preprečevanje absorpcije holesterola (vezalci 
žolčnih kislin – smole) in na metabolizem LDL- in VLDL-holesterola (fibrati) (4).  
STATINI 
Glavni učinek statinov je znižanje koncentracije LDL-holesterola v plazmi (3). Aktivna 
oblika statinov je strukturni analog intermediata HMG-CoA pri pretvorbi v mevalonat (5). 
Ti analogi povzročijo reverzibilno kompetitivno zaviranje HMG-CoA reduktaze, ki 
zmanjša katalizirano pretvorbo HMG-CoA v mevalonat, ki je ena od ključnih predstopenj 
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v biosintezi holesterola (3, 5). Zaviranje delovanja HMG-CoA reduktaze v jetrih sproži 
povečano sintezo receptorjev za LDL-holesterol na površini hepatocitov, to pa povzroči 
večji privzem LDL-holesterola iz plazme v hepatocite (3). Raven znižanja plazemskih 
koncentracij LDL-holesterola variira med 10 – 50 % in je odvisna od apliciranega statina 
in njegovega odmerka (2). Ob uporabi statinov je opazno tudi znižanje plazemskih 
trigliceridov (30–50 %) in rahlo zvišanje HDL-holesterola (5–10 %) (2, 5). Večina sinteze 
holesterola v jetrih poteka zgodaj zjutraj, zato se kratko-delujoče statine aplicira zvečer (3). 
Statine se uporablja za sekundarno in primarno preprečevanje srčno-žilnih dogodkov – 
sekundarno za preprečevanje miokardnega infarkta in strdka pri bolnikih s simptomatično 
aterosklerozo, primarno pa za preprečevanje arterijske bolezni pri bolnikih z visokim 
tveganjem zaradi zvišanih koncentracij plazemskega holesterola, predvsem če so prisotni 
še drugi faktorji tveganja za srčno-žilne bolezni (3).  
Statini poleg zmanjševanja plazemskih koncentracij LDL-holesterola izkazujejo tudi druge 
mehanizme delovanja, kot so protivnetno in antioksidativno delovanje, zato se uporaba 
statinov raziskuje tudi na drugih področjih; na primer za zdravljenje jetrne stearoze, raka, 
venskega trombembolizma, policističnega ovarijskega sindroma in Alzheimerjeve bolezni 
(2, 3, 5). 
Na splošno ljudje statine dobro prenašamo (3). Povečanje odmerka statinov je omejeno 
zaradi omejenega zniževanja LDL-holesterola in povečanega pojava neželenih učinkov (6). 
Tipičen neželeni učinek statinov, ki je bolj pogost pri višjih odmerkih in se pojavi pri 10 % 
bolnikov, je miopatija (3, 6). Blagi neželeni učinki statinov so bolečina v mišicah, motnje 
gastrointestinalnega trakta, povečana plazemska koncentracija jetrnih encimov, slabost in 
izpuščaji (3). 
Uporaba statinov v nosečnosti je kontraindicirana. Delovali naj bi teratogeno, vendar 
trenutne raziskave tega ne potrjujejo, kažejo celo, da statini verjetno nimajo vpliva na plod. 
Statini se uporabljajo pri vse mlajših generacijah, hkrati pa se ženske za zanositev odločajo 
kasneje kot pred leti. S tem se tveganje za izpostavljenost statinom v nosečnosti povečuje, 
zato so potrebne nadaljnje raziskave na področju njihove teratogenosti (7). 
Predstavniki statinov so simvastatin in lovastatin (predzdravili), atorvastatin, pravastatin 
ter atorvasatin in rosuvastatin (dolgo-delujoča statina) (3). Statini se uporabljajo kot 
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samostojna zdravila ali v kombinacijah z drugimi zdravili za zniževanje serumskih lipidov 
(5). 
SIMVASTATIN 
Simvastatin spada med kratko delujoče statine (3). Je bel do umazano bel, nehigroskopen, 
kristalinični prah (8). Pridobiva se sintezno s fermentacijo produkta glive Aspegillus 
terreus (8). Splošni podatki o simvastatinu in simvastatinski kislini so prikazani v 
preglednici I. 
Preglednica I: Splošni podatki o simvastatinu in simvastatinski kislini (9, 10). 
Kemijska 
struktura 
 
Slika 1: Kemijska struktura 
simvastatina. 
 
Slika 2: Kemijska struktura 
simvastatinske kisline. 
Kemijska 
formula 
C25H38O5 C25H40O6 
Molekulska 
masa 
418,574 g/mol 436,589 g/mol 
IUPAC ime [(1S,3R,7S,8S,8aR)-8-[2-[(2R,4R)-
4-hydroxy-6-oxooxan-2-yl]ethyl]-
3,7-dimethyl-1,2,3,7,8,8a-
hexahydronaphthalen-1-yl] 2,2-
dimethylbutanoate 
(3R,5R)-7-[(1S,2S,6R,8S,8aR)-8-
(2,2-dimethylbutanoyloxy)-2,6-
dimethyl-1,2,6,7,8,8a-
hexahydronaphthalen-1-yl]-3,5-
dihydroxyheptanoic acid 
LogP 4,7 (11) 2,1 (11) 
pKa 14,91 (12) 5,5 (11) 
 
ATC klasifikacija simvastatina je prikazana v preglednici II. Tipični odmerki simvastatina 
so 10–80 mg/dan, njegova učinkovitost je 30–50-% znižanje LDL-holesterola (4). 
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Simvastatin in simvastatinska kislina sta substrata za CYP3A4 in s tem so povezane 
številne interakcije (4). Ob prisotnosti inhibitorjev CYP3A4 (makrolidni antibiotiki, 
ciklosporin, ketokonazol, zaviralci HIV proteaze, fibrati, grenivkin sok) se koncentracije 
simvastatina povečajo, s čimer se poveča tveganje za neželene učinke (5). 
Preglednica II: ATC klasifikacija za zdravilno učinkovino simvastatin (13). 
C Zdravila za bolezni srca in ožilja 
C10 Zdravila za spreminjanje ravni serumskih lipidov 
C10A Zdravila za spreminjanje ravni serumskih lipidov, enokomponentna zdravila 
C10AA Zaviralci reduktaze HMG CoA 
C10AA01 Simvastatin 
 
Simvastatin je šibka kislina in slabo ionizira. V kislem okolju je v večini v obliki laktona, 
ki ima slabšo topnost v vodi kot ionizirana oblika (14). Glede na biofarmacevtsko 
klasifikacijo zdravil spada simvastatin v razred II zdravilnih učinkovin, kar pomeni, da je 
dobro permeabilen in slabo topen (15). Njegova topnost v vodi je 30 µg/L, v 0,1 M HCl pa 
60 µg/L (16). Več kot polovica simvastatina naj bi se absorbirala že v želodcu, njegov tmax 
je štiri ure, tmax simvastatinske kisline pa je ena ura (8, 11, 17). Maksimalne plazemske 
koncentracije po zaužitju ene 40 mg tablete simvastatina so 4,4-13 ng/mL za simvastatin in 
1,4-5,3 ng/mL za simvastatinsko kislino (18). Absorpcija je pri peroralni uporabi približno 
85 % (8) in je povečana pri zaužitju s hrano (5). Absorpcijo simvastatina bi lahko opisali s 
kombinacijo absorpcije ničtega in prvega reda. V absorpcijski fazi je opaženih več 
koncentracijskih vrhov, kar bi lahko pomenilo, da je razlog za neobičajno absorpcijo 
simvastatina dinamično spreminjaje okolja v gastrointestinalnem traktu ob različnih časih 
zaužitja zdravila in pri vsakem posamezniku, saj je zaradi slabe topnosti simvastatina 
njegovo raztapljanje omejujoč faktor za absorpcijo (19). 
Simvastatin se v več kot 60 % presnavlja pri prvem prehodu skozi jetra, ki so tudi glavno 
mesto delovanja (8). Presnavlja se s citokromom P450 (CYP3A4) in z glukuronidacijo (3, 
4). Večina absorbiranega odmerka se izloča v žolč (5, 8). V plazmi prisotni glavni 
presnovek simvastatina, pred-zdravila v obliki laktona, je β-hidroksi kislina – 
simvastatinska kislina – ki je najpomembnejša aktivna oblika simvastatina (8, 15). V 
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plazmi so prisotni tudi nekateri drugi aktivni presnovki: 6'-hidroksi, 6'-hidroksimetil ter 6'-
eksometilenski derivati simvastatinske kisline (8, 11). 
Po večkratnih odmerkih se simvastatin v telesu ne akumulira (20). Oba, tako simvastatin 
kot simvastatinska kislina, se v 95 % vežeta na plazemske proteine (8). Simvastatin se v 
35–45 % porazdeljuje v jetrne celice, prav tako se zaradi svoje lipofilnosti obe spojini 
porazdeljujeta v intestinalne celice (11). Obe spojini prehajata krvno-možgansko pregrado. 
Za simvastatinsko kislino je permeabilnost nižja kot za simvastatin, kar je možno zaradi 
delovanja endotelijskih P-glikoproteinskih črpalk, za katere je kislina substrat in jo črpajo 
ven (11). Porazdelitev simvastatina in simvastatinske kisline v telesu bi lahko opisali z 
dvo-prostornim farmakokinetičnim modelom, pri katerem se vsaka od spojin porazdeljuje 
v centralni in periferni prostor (19). 
Iz telesa se simvastatin v večini izloča z blatom (60 %), deloma pa tudi z urinom (13 %). 
Izločanje z blatom predstavlja izločanje neabsorbirane učinkovine ter delež učinkovine, ki 
se izloči skozi žolč (8). Glede na podatke iz literature je sistemski očistek za 
simvastatinsko kislino 32 L/h, razpolovna doba pa je 1,9 h (11). 
Zaradi slabe topnosti in obsežnega metabolizma prvega prehoda je absolutna biološka 
uporabnost simvastatina (samega) ocenjena na manj kot 5 % odmerka (8). Z namenom 
izboljšanja topnosti in raztapljanja simvastatina je bilo izvedenih več raziskav in poskusov 
(16). Tehnike za izboljšanje topnosti simvastatina, ki so bile do sedaj preizkušene, so 
tvorba inkluzijskih kompleksov, tvorba trdnih disperzij, zmanjševanje velikosti delcev in 
raztapljanje s površinsko aktivnimi snovmi (16). Na Fakulteti za farmacijo Univerze v 
Ljubljani pa so se izboljšanja topnosti simvastatina med drugim lotili z izdelavo novega 
predzdravila simvastatina – konjugata simvastatina z gliceridi maščobnih kislin. Naša 
magistrska naloga je namenjena podpori študije, ki primerja učinkovitost različnih zgoraj 
opisanih pristopov pri povečevanju biološke uporabnosti simvastatina. 
METODE ZA EKSTRAKCIJO SIMVASTATINA IZ BIOLOŠKIH VZORCEV 
V splošnem so najpogostejše tehnike za pripravo bioloških vzorcev obarjanje proteinov, 
ekstrakcija na trdnem nosilcu in tekočinska ekstrakcija (21). Obarjanje proteinov velja za 
najenostavnejšo metodo, izvaja pa se z dodajanjem kisline, segrevanjem vzorcev, 
največkrat pa z dodajanjem 3–5-kratnega prebitka organskih topil vzorcem, s čimer iz 
vzorca odstranimo več lipoproteinov kot s segrevanjem in dodajanjem kisline. Kljub temu 
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ta metoda še vedno daje z endogenimi snovmi relativno zelo obremenjeno ozadje vzorcev 
(22). Ekstrakcija na trdnem nosilcu je široko uporabljena metoda za kvantifikacijo malih 
molekul iz bioloških tekočin, pri kateri je treba z izbiro in deležem organskega topila najti 
ustrezno razmerje med prisotnostjo fosfolipidov v očiščenem vzorcu in izkoristkom 
procesa (22). Tekočinska ekstrakcija je prav tako pogosto uporabljena metoda za analizo 
učinkovin in njihovih presnovkov. Njena prednost je v tem, da je običajno ostanek 
fosfolipidov v ekstraktu vzorca nižji kot pri ostalih metodah. Učinkovitost ekstrakcije je 
slabša za polarne spojine, pomembna pa je skrbna izbira ekstrakcijskega topila, ki 
omogoča visoke in ponovljive izkoristke za preiskovane analite, in hkrati omogoča čim 
manjšo ekstrakcijo nespecifičnih komponent matrice oziroma ozadja (22). 
Novejše metode za pripravo vzorcev so tudi podprta tekočinska ekstrakcija (ang. 
Supported liquid extraction, SLE), uporaba plošč za odstranjevanje fosfolipidov (ang. 
Phospholipid removal plates), tekočinska ekstrakcija z dodajanjem soli (ang. Salt-assisted 
liquid-liquid extraction, SALLE), mikroekstrakcija z adsorbenti (ang. Microextraction by 
packed sorbent, MEPS) in mikroekstrakcija na trdnem nosilcu (ang. Solid-phase 
microextraction, SPME) (22, 23).  
METODE ZA DETEKCIJO SIMVASTATINA IN SIMVASTATINSKE KISLINE 
Znanih je več različnih metod za detekcijo simvastatina in ostalih statinov. Prva metoda za 
merjenje simvastatina v človeški plazmi je bila tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
z UV detektorjem (HPLC-UV). Ostale metode so tekočinska kromatografija visoke 
ločljivosti s fluorescentnim detektorjem (HPLC-FLD) in detektorjem nabitih aerosolov 
(HPLC-CAD), tankoplastna tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPTLC), plinska 
kromatografija sklopljena z masno spektrometrijo (GC/MS) ter redkeje uporabljene 
spektrofotometrične metode, elektrokemijske metode in titrimetrične metode. Zadnje čase 
se za detekcijo simvastatina in simvastatinske kisline najpogosteje uporablja predvsem 
tekočinska kromatografija sklopljena s tandemsko masno spektrometrijo (LC-MS/MS) 
(24). 
ZAŽELENE LASTNOSTI NOVO RAZVITE METODE 
Večina v literaturi opisanih metod uporablja večje volumne vzorcev, običajno od 200 do 
1000 µL (25). Pri študijah na majhnih živalih, kot so podgane, uporabljamo manjše 
volumne vzorcev, zato želimo imeti metodo, ki ima večjo občutljivost prav zaradi 
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manjšega volumna vzorcev. Prav tako želimo, da ima naša metoda dobro ponovljivost, da 
je hitra in da ima nizko ceno zaradi velikega števila pričakovanih vzorcev (okoli 500).  
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2. NAMEN DELA 
Namen magistrske naloge je podpora in vivo farmakokinetični raziskavi novih formulacij 
simvastatina na podganah. Razvili in ovrednotili bomo občutljivo in selektivno metodo za 
merjenje simvastatina in simvastatinske kisline v podganjem serumu. 
Z različnimi metodami priprave serumskih vzorcev bomo izbrali tisto, s katero bomo 
dosegli čim večjo občutljivost in čim nižji vpliv ozadja. Metode, s katerimi bomo pripravili 
plazemske vzorce, so obarjanje proteinov, ekstrakcija na trdnem nosilcu in tekočinska 
ekstrakcija. Kvantifikacija bo potekala s tekočinskim kromatografom sklopljenim s 
tandemskim masnim detektorjem vrste trojni kvadrupol. 
Ekstrakcijo na trdnem nosilcu bomo izvajali na več različnih ploščah in kartušah, prav tako 
bomo preverili ustreznost različnih raztopin za elucijo. Razvoj tekočinske ekstrakcije bomo 
začeli s primerjavo različnih organskih topil in nadaljevali z optimizacijo procesa priprave 
vzorcev. Pri tekočinski kromatografiji bomo preizkusili uporabo različnih kolon in 
mobilnih faz ter preverili njihov vpliv na odziv spojin. 
Razvoj metode bomo izvajali na človeški plazmi zaradi težke dostopnosti podganjega 
seruma, končno izbrano metodo pa bomo ovrednotili na podganjem serumu. Preizkus 
metode bomo izvedli v treh zaporednih dnevih in medtem določili umeritveno krivuljo, ter 
zgornjo in spodnjo mejo kvantifikacije. Preučili bomo, kakšna je selektivnost, točnost in 
natančnost metode. Določili bomo, kakšen je vpliv ozadja metode in kakšna sta izkoristek 
ter učinkovitost procesa. Testirali bomo tudi 24- in 48-urno stabilnost procesiranih vzorcev 
v avtomatskem vzorčevalniku, 7- in 14-dnevno stabilnost plazemskih vzorcev v 
zamrzovalniku, stabilnost pri odtajevanju in zamrzovanju vzorca ter stabilnost v času 
rokovanja z vzorcem med njegovo pripravo. 
Z izbrano metodo bomo lahko izmerili vsebnost simvastatina in simvastatinske kisline v 
vzorcih predklinične študije.  
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3. MATERIALI IN METODE 
3.1. MATERIALI 
3.1.1. Kemikalije 
- Acetonitril, ≥99,9 %, for HPLC, Honeywell, Charlotte, Severna Karolina, ZDA 
- Amonijak, 2,0 M, Sigma-Aldrich, St. Louis, Misuri, ZDA 
- Amonijev acetat, Merck, Darmstadt, Nemčija 
- Askorbinska kislina, C6H8O6, Mr = 176,13 g/mol, Kemika, Zagreb, Hrvaška 
- 2,6-di-terc-butil-4-metilfenol (BHT), ≥99 %, Sigma-Aldrich, St. Louis, Misuri, 
ZDA 
- Etil acetat, ≥99,5 %, Honeywell, Charlotte, Severna Karolina, ZDA 
- Metanol, ≥99,9 %, for HPLC, Honeywell, Charlotte, Severna Karolina, ZDA 
- Natrijev hidrogen fosfat monohidrat, NaH2PO4 × H2O, for analysis, Merck, 
Darmstadt, Nemčija 
- Natrijev hidroksid, pellets for analysis, Merck, Darmstadt, Nemčija 
- n-Heksan, ≥99,5 %, for analysis, Panreac, Barcelona, Španija 
- Ocetna kislina, ≥99,8 %, Sigma-Aldrich, St. Louis, Misuri, ZDA 
- Ortofosforna kislina, 85 %, for analysis, Merck, Darmstadt, Nemčija 
- Prečiščena voda (Milli-Q, Q-POD), Millipore, Burlington, Massachusetts, ZDA 
- Pufri za umerjanje pH: pH 2,00, pH 4,00, pH 7,00, Merck, Darmstadt, Nemčija 
- Terc-butil metil eter, ≥99,8 %, for HPLC, Honeywell, Charlotte, Severna Karolina, 
ZDA 
3.1.2. V laboratoriju pripravljene raztopine 
- 0,2 M amonijak v metanolu 
2,0 M raztopino v metanolu smo desetkrat redčili z metanolom. 
- 60 % acetonitril 
40 mL prečiščene vode smo dodali 60 mL acetonitrila in dobro premešali. 
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- 0,025 % ocetna kislina 
1 L prečiščene vode smo dodali 250 µL ocetne kisline in dobro premešali. 
- 2 M natrijev hidroksid 
Natehtali smo 40 g natrijevega hidroksida in ga raztopili v 500 mL prečiščene vode. 
- 100 mM natrijev fosfat, pH 3,0 
Natehtali smo 690 mg natrijevega hidrogen fosfata monohidrata in ga raztopili v 50 mL 
prečiščene vode. Raztopino smo s fosforno kislino umerili na pH 3,0. 
- 100 mM amonijev acetat, pH 4,5 
Natehtali smo 771 mg amonijevega acetata in ga raztopili v 100 mL prečiščene vode. 
Raztopino smo z ocetno kislino umerili na pH 4,5. 
- Raztopina za redčenje: 75:25 (v/v) acetonitril:100 mM amonijev acetat, pH 4,5 
75 mL acetonitrila smo zmešali s 25 mL 100 mM amonijevega acetata, pH 4,5. 
3.1.3. Standardi 
- Haloperidol, Mr = 375,86 g/mol, c = 450 μg/L (raztopljen v 80 % metanolu in 1 % 
mravljični kislini), Sigma-Aldrich, St. Louis, Misuri, ZDA 
- Simvastatin, Mr = 418,57 g/mol, Sigma-Aldrich, St. Louis, Misuri, ZDA 
- Simvastatin-D6, Mr = 424,60 g/mol, Toronto Research Chemicals, Ontario, 
Kanada (slika 3) 
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Slika 3: Kemijska struktura internega standarda simvastatina-D6. 
- Simvastatin-D6 hydroxy acid ammonium salt, Mr = 459,65 g/mol, Toronto 
Research Chemicals, Ontario, Kanada (slika 4) 
 
 
Slika 4: Kemijska struktura internega standarda simvastatinske kisline-D6. 
3.1.4. Biološki material 
- Človeška plazma: odvzem 23. 3. 2018 in 28. 3. 2018. 
Privolitev Komisije za medicinsko etiko RS št. 77/1/07. 
- Podganji serum: odvzem julij 2018, vir: Medicinski eksperimentalni center, 
Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta. 
Dovoljenje za izvajanje poskusov na živalih št. U34401-33/2017/5. 
3.1.5. Laboratorijska oprema 
- 1290 Infinity HPLC, Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornija, ZDA 
- 6460 Triple Quad LC/MS, Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornija, ZDA 
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- Captiva non-drip lipid plate, 96-Well Plate, Agilent Technologies, Santa Clara, 
Kalifornija, ZDA 
- Hladilnik 2-8°C, LTH, Škofja Loka, Slovenija 
- Hybrid SPE-Phospholipid 96-Well Plate, Supelco, Bellefonte, Pennsylvania, ZDA 
- Kolona Kinetex 2,6 µm C18 100A, 50 x 2,10 mm, Phenomenex, Torrance, 
Kalifornija, ZDA 
- Kolona Poroshell 120, 2,7 µm EC-C18, 100 x 3,0 mm, Agilent Technologies, Santa 
Clara, Kalifornija, ZDA 
- Laboratorijski namizni stresalnik s krožnim gibanjem, Tehtnica, Železniki, 
Slovenija 
- Mikrocentrifugirke 1,5 mL, Isolab, Eschau, Nemčija 
- Naprava za ročno ekstrakcijo s ploščami s 96 vdolbinicami, Waters 96-
WellPlateExtraction Manifold, Waters, Milford, Massachusetts, ZDA  
- Naprava za ročno ekstrakcijo s SPE kartušami Supelco SPE Manifold, Supelco, 
Bellefonte, Pennsylvania, ZDA 
- Nastavki za pipete 5 mL, Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
- Nastavki za pipete: 200 μL, 1000 μL, Brand, Wertheim, Nemčija 
- pH meter FiveEasy Plus, Mettler Toledo, Columbus, Ohio, ZDA 
- Pipete: 20-200 μL, 200-1000 μL, 500-5000 μL, Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
- Pokrovčki za viale, Supelco, Bellefonte, Pennsylvania, ZDA 
- SPE kartuša Strata-X, Phenomenex, Torrance, Kalifornija, ZDA 
- SPE kartuša Supelclean LC-8, Supelco, Bellefonte, Pennsylvania, ZDA 
- Stekleni inserti za viale, Machenerey-Nagel, Dueren, Nemčija 
- Stresalnik Vibromix 403 EVT, Tehtnica, Železniki, Slovenija 
- Tehntnica AG245, Mettler Toledo, Columbus, Ohio, ZDA 
- Tehtnica XP105 DeltaRange, Mettler Toledo, Columbus, Ohio, ZDA 
- TurboVap LV, Caliper, Princeton, New Jersey, ZDA 
- Vakuumska črpalka DOA P504BIN, Gast, Michigan, ZDA 
- Viale, Supelco, Bellefonte, Pennsylvania, ZDA 
- Vorteks LabDancer, IKA, Staufen, Nemčija 
- Vzmeti za viale, Machenerey-Nagel, Dueren, Nemčija 
- Zamrzovalnik -20 °C, Bosch, Gerlingen-Schillerhöhe, Nemčija 
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3.2. METODE 
3.2.1. Priprava založnih raztopin in redčenje internega standarda 
Priprava ZR1 simvastatina (c = 500 mg/L) 
Približno natančno smo natehtali 50 mg simvastatina, ga kvantitativno prenesli v 100 mL 
merilno bučko in ga raztopili v približno 80 mL acetonitrila. Nato smo z acetonitrilom 
dopolnili merilno bučko do oznake. 
Priprava ZR1 simvastatinske kisline (c = 500 mg/L) 
Približno natančno smo natehtali 48 mg simvastatina, ga prenesli v 100 mL merilno bučko 
in ga raztopili v približno 40 mL metanola. Merilno bučko smo pod tekočo vročo vodo 
(približno 50 °C) segrevali in dodali 50 mL 2 M NaOH. Premešali smo merilno bučko in jo 
po ohladitvi na sobno temperaturo dopolnili z metanolom do oznake. 
Priprava skupne ZR2 simvastatina in simvastatinske kisline (c = 2000 μg/L) 
V 50 mL merilno bučko smo nalili približno 30 mL raztopine za redčenje. Dodali smo 
200 μL ZR1 simvastatina in 200 μL ZR1 simvastatinske kisline. Bučko smo premešali in z 
raztopino za redčenje dopolnili do oznake. 
Priprava raztopine IS (c = 50 µg/L) 
2,5 mg simvastatina-D6 smo raztopili v 2 mL metanola. Nato smo ga redčili na 
koncentracijo 2500 µg/L. 
2 mg simvastatinske kisline-D6 smo raztopili v 2 mL metanola. Nato smo jo redčili na 
koncentracijo 2000 µg/L. 
2 mL simvastatina-D6 (c = 2500 µg/L) in 2,5 mL simvastatinske kisline-D6 (c = 
2000 µg/L) smo razredčili z raztopino za redčenje na 100 mL, na končno koncentracijo 
50 µg/L. 
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3.2.2. Priprava delovnih raztopin 
Priprava DR za umeritveno krivuljo 
V preglednici III je prikazana shema priprave delovnih raztopin za umeritveno krivuljo s 
koncetracijami 10, 20, 50, 100, 200, 500 in 1000 μg/L. 
Preglednica III: Shema priprave delovnih raztopin za umeritveno krivuljo. 
Oznaka DR cDR [μg/L] Priprava 
DR50 1000 500 μL ZR2 + 500 μL raztopine za redčenje 
DR25 500 500 μL DR50 + 500 μL raztopine za redčenje 
DR10 200 200 μL DR50 + 800 μL raztopine za redčenje 
DR5 100 200 μL DR25 + 800 μL raztopine za redčenje 
DR2,5 50 200 μL DR5 + 200 μL raztopine za redčenje 
DR1 20 200 μL DR5 + 800 μL raztopine za redčenje 
DR0,5 10 200 μL DR1 + 200 μL raztopine za redčenje 
 
Priprava DR za kontrolne vzorce 
V preglednici IV je prikazana shema priprave delovnih raztopin za kontrolne vzorce s 
koncetracijami 18, 75, 125, 250, 500 in 800 μg/L. 
Preglednica IV: Shema priprave delovnih raztopin za kontrolne vzorce. 
Oznaka DR cv plazmi 
[μg/L] 
cDR 
[μg/L] 
Priprava 
DRQC4/high 40 800 400 μL ZR2 + 600 μL raztopine za redčenje 
DRQC3 25 500 250 μL ZR2 + 750 μL raztopine za redčenje 
DRQC2 12,5 250 500 μL DRQC3 + 500 μL raztopine za redčenje 
DRQClow 7,5 150 150 μL DRQC4 + 650 μL raztopine za redčenje 
DRvmesna / 125 500 μL DRQC2 + 500 μL raztopine za redčenje 
DRQC1 0,94 18,75 150 μL DRvmesna + 850 μL raztopine za redčenje 
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3.2.3. Priprava plazemskih in serumskih vzorcev 
Zaradi težke dostopnosti podganjega seruma smo metodo razvijali na človeški plazmi. 
Končni preizkus metode, opisane v poglavju 3.2.8., smo izvedli na podganjem serumu. 
Plazemske/serumske vzorce smo pripravili tako, da smo plazmi/serumu dodali 5 % 
končnega volumna plazemskega/serumskega vzorca. Shema priprave 
plazemskih/serumskih vzorcev je prikazana v preglednici V. 
Preglednica V: Shema priprave plazemskih/serumskih vzorcev. 
Vplazme/seruma [µL] VDR [µL] Skupni Vvzorca [µL] 
950 50 1000 
665 35 700 
380 20 400 
 
Priprava plazme/seruma za dvojno slepe in slepe vzorce: 950 µL plazme smo dodali 50 µL 
raztopine za redčenje. 
Plazmo/serum smo po dodatku DR ali raztopine za redčenje vorteksirali vsaj 30 sekund. 
3.2.4. Obarjanje proteinov 
Obarjanje proteinov je najenostavnejša metoda za odstranjevanje proteinov. Denaturacijo 
proteinov lahko dosežemo s kislinami, s segrevanjem in z uporabo organskih topil (22). 
Odločili smo se za obarjanje proteinov z organskim topilom – metanolom. 
Plazemske vzorce smo pripravili tako, kot je opisano v poglavju 3.2.3. Nato smo 100 μL 
plazemskega vzorca dodali 50 μL IS in 300 μL metanola. Vse skupaj smo zmešali s pipeto 
in zamrznili na –20 °C. Naslednji dan smo vzorce odtalili in jih dali na centrifugo za 15 
minut na 15000 × g. Supernatant smo dali direktno na LC-MS/MS analizo. Zaradi nizkih 
odzivov se za nadaljevanje s to metodo nismo odločili. 
3.2.5. Ekstrakcija na trdnem nosilcu 
Ekstrakcija na trdnem nosilcu se uporablja za kvantitativno določanje malih molekul iz 
bioloških vzorcev z metodo LC-MS/MS (22). Ekstrakcijo na trdnem nosilcu smo izvedli na 
dva načina; s SPE ploščami in s SPE kartušami. 
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SPE plošče (96-Well Plate) 
Uporabili smo dve različni vrsti filtracijskih plošč v formatu s 96 vdolbinicami za 
selektivno odstranjevanje lipidov iz plazemskih oziroma serumskih vzorcev: Hybrid SPE-
Phospholipid 96-Well PLate (Supelco, Bellefonte, PA, ZDA) in Captiva non-drip lipid 
plate, 96-Well Plate (Agilent Technologies, Santa Clara, ZDA). 
100 μL vzorca (s plazmo ali brez) smo dodali 50 μL IS in 300 μL acetonitrila. Vzorcu s 
plazmo smo pred dodatkom acetonitrila dodali še 100 μL fosfatnega pufra s pH 3,0. Vse 
skupaj smo zmešali s pipeto in spustili skozi SPE ploščo. Eluat smo sušili 20 minut s 
prepihovanjem z N2 na vodni kopeli pri 50 °C. Posušen vzorec smo ponovno raztopili v 
120 µL 60 % acetonitrila. 100 µL ponovno raztopljenega vzorca smo prenesli v stekleno 
vialo z vsebnikom in analizirali na LC-MS/MS. 
SPE kartuše 
Uporabili smo 2 SPE kartuši: Strata-X (Phenomenex) in Supelclean LC-8 (Supelco). 
Priprava vzorcev s plazmo ali brez: 100 μL vzorca smo dodali 50 μL IS in 500 μL 
izbranega pufra. Vse skupaj smo vorteksirali približno 20 sekund. 
SPE kartušo smo predpripravili z 1 mL metanola, 1 mL vode in 1 mL pufra. Nato smo 
nanesli 600 μL vzorca. Nanos je potekal počasi, pri minimalnem vakuumu. Nato smo 
kartušo sprali z 1 mL pufra in 1 mL vode (ta korak smo kasneje tudi izpustili). Sledilo je 
sušenje na podtlaku –40 mmHg 20–30 minut. Za tem smo na kartušo nanesli 1 mL topila 
za elucijo. Zaradi slabih rezultatov smo kasneje ta volumen povečali na 2 mL. Topilo smo 
nanesli tako, da je bila celotna kartuša omočena in v takem stanju smo jo pustili 3 minute, 
nato pa po kapljicah zbirali eluat v mikrocentrifugirke. Vsebino mikrocentrifugirk smo 20 
minut sušili s prepihovanjem z N2 na vodni kopeli pri 50 °C. Posušen vzorec smo ponovno 
raztopili v 120 μL raztopine za redčenje in 100 μL vzorca prenesli v steklene viale z 
vsebniki in vzorce analizirali na LC-MS/MS. Kartušo smo po uporabi sprali z 2 mL 
metanola. 
Pripravo vzorcev smo preizkusili z različnimi pufri, ki so se razlikovali v vrednosti pH. 
Uporabili smo pufre 100 mM amonijevega acetata s pH 5,0 in pH 4,5 ter fosfatni pufer s 
pH 3,0. Poskusili smo tudi z drugačno pripravo plazemskega vzorca, tako da smo 950 μL 
plazme najprej redčili s 5000 μL pufra, nato pa dodali 500 μL DR. 
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Preizkusili smo tudi več topil za elucijo. Najprej smo s 50:50 ACN:MeOH z 
1 % CH3COOH, 50:50 ACN:0,2 M NH3 v MeOH in 50:50 ACN:MeOH preverili, ali se 
simvastatin in simvastatinska kislina bolje eluirata v kislem, bazičnem ali nevtralnem 
topilu za elucijo, nato pa smo preverili še različne modifikacije izbranega medija: 
- 50:50 ACN:MeOH 
- 50:50 ACN: MeOH + 0,2 % CH3COOH 
- 80:20 ACN:pufer pH 4,5 
- 90:10 ACN:pufer pH 4,5 
- 99:1 ACN:pufer 
- 75:25 100 mM amonijev acetat v ACN:100 mM amonijev acetat s pH 4,5 
3.2.6. Tekočinska ekstrakcija 
Tekočinska ekstrakcija je široko uporabljena za analize zdravil in njihovih metabolitov. V 
primerjavi z ostalimi metodami je pri tekočinski ekstrakciji v ekstraktu običajno prisotnih 
manj fosfolipidov. Izbira organskega topila je pomembna za zmanjšanje ekstrakcije 
komponent ozadja, pH vzorca pa vpliva na učinkovitost ekstrakcije (22). 
Priprava vzorcev s plazmo ali brez: 100 μL vzorca smo dodali 50 μL IS in 100 μL 
izbranega pufra. Nato smo 250 μL vodne faze dodali organsko fazo. Mešanico smo najprej 
15 sekund vorteksirali, nato pa smo jo stresali na krožnem stresalniku 15 minut. Po 
stresanju smo vzorce vorteksirali 5 sekund. Organsko fazo smo prenesli v čisto epruveto in 
jo 10–20 minut sušili s prepihovanjem z N2 na vodni kopeli, segreti na 50 °C. Posušene 
vzorce smo ponovno raztopili v 120 μL 60 % acetonitrila ali raztopine za redčenje. 100 μL 
ponovno raztopljenega vzorca smo prenesli v steklene viale z vsebniki in jih analizirali na 
LC-MS/MS. 
Pri tej metodi smo najprej preverili učinkovitost ekstrakcije pri uporabi različnih organskih 
topil: TBME, etil acetat, 30:70 etil acetat:heksan in 70:30 etil acetat:heksan. Preizkusili 
smo tudi vpliv volumna organskega topila na učinkovitost ekstrakcije, in sicer smo 
poskusili z 1,5 mL, 3 mL in 4 mL organske faze. 
Za pripravo vzorcev smo preizkusili pufre s tremi različnimi pH vrednostni, s pH 5,0, pH 
4,5 in pH 3,0. Poskusili smo tudi z drugačno pripravo plazemskega vzorca, tako da smo 
950 μL plazme najprej redčili s 5000 μL pufra, nato pa smo dodali 500 μL DR. Z 
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različnimi načini priprave plazemskega vzorca ter uporabo pufrov z različnimi pH 
vrednostmi smo želeli preveriti vpliv na homogenost in raztapljanje vzorca ter možnost 
obarjanja analitov po dodatku delovnih raztopin v plazmo. 
Želeli smo preveriti tudi stabilnost plazemskih vzorcev na sobni temperaturi in na ledu, da 
bi se lažje odločili za način priprave vzorcev. 
3.2.7. LC-MS/MS 
Tekočinska kromatografija sklopljena s tandemsko masno spektrometrijo omogoča hitro 
identifikacijo spojin in je (zaradi visoke specifičnosti in selektivnosti) metoda izbora za 
spremljanje koncentracij učinkovin in njihovih metabolitov v bioloških vzorcih (26). 
Detekcijo spojin smo izvajali na tekočinskem kromatografu sklopljenim s tandemskim 
masnim spektrometrom vrste trojni kvadrupol, z ionizacijo z razprševanjem v električnem 
polju (ang. Electrospray ionisation; ESI). 
Preizkusili smo dve različni MFA in sicer 0,025 % in 0,0125 % ocetno kislino. Preizkusili 
smo vpliv volumna injiciranja na plazemski vzorec in testirali dve koloni: Poroshell in 
Kinetex. Prav tako smo izvedli analizo brez kolone z uporabo samo predkolone. 
Kolona Kinetex 
Pogoji kromatografske ločbe pri uporabi kolone Kinetex: 
- Kolona: Kinetex C18 50 × 2,1 mm, 2,6 μm delci 
- Temperatura kolone: 40 °C 
- Volumen injiciranja: 2 µL 
- Čas analize: 3,0 min 
- Mobilna faza: 
o MFA: 0,025 % ocetna kislina v vodi 
o MFB: 100 % acetonitril 
Potekala je gradientna elucija, z večanjem deleža MFB. Potek spreminjanja sestave 
mobilne faze v odvisnosti od časa je prikazan v preglednici VI. 
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Preglednica VI: Potek spreminjanja sestave mobilne faze v odvisnosti od časa na 
kromatografski ločbi na koloni Kinetex. 
Čas [min] Delež MFB [%] Pretok MF [mL/min] 
0,50 35 1,000 
1,00 40 1,000 
1,50 50 0,800 
2,00 85 0,500 
2,25 95 0,500 
2,50 95 0,500 
2,70 20 1,000 
2,80 10 1,000 
 
Preglednica VII prikazuje časovni potek usmeritve pretoka na masni spektrometer ali v 
odpad ter dodatno pospeševalno napetost na detektorju (EMV). 
Preglednica VII: Časovni potek usmeritve pretoka na masni spektrometer ali v odpad 
pri uporabi kolone Kinetex. 
Začetek segmenta 
[min] 
Usmeritev Dodatna napetostna razlika na 
detektorju (EMV) [V] 
0 V odpad 200 
1,8 V masni spektrometer 350 (negativni način za SimA) 
2,3 V masni spektrometer 350 (pozitivni način za SimV) 
2,9 V odpad 200 
 
Parametri masnega spektrometra: 
- Vir ionizacije: ESI 
- Temperatura sušilnega plina: 275 °C 
- Pretok sušilnega plina: 8 L/min 
- Tlak za razprševanje (pritisk nebulizatorja): 45 psi 
- Temperatura plaščnega plina: 350 °C 
- Pretok plaščnega plina: 11 L/min 
- Napetost na kapilari: 4000 V 
- Napetost na šobi: 1000 V 
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MRM prehodi in fragmentacijski parametri so podani v preglednicah VIII in IX.  
Preglednica VIII: Masni prehodi in fragmentacijski parametri za simvastatin. 
Spojina SimV SimV* SimV-D6 
Prekurzorski ion 419,28 419,28 425 
Resolucija (širina bralnega okna Q1 in Q3) 2,5 2,5 1,2/0,7 
Hčerinski ion 198,9 173 198,9 
Bralni čas [ms] 25 25 25 
Napetost fragmentorja [V] 121 121 121 
Kolizijska energija [eV] 12 28 12 
Polarnost Pozitivna Pozitivna Pozitivna 
 
Preglednica IX: Mani prehodi in fragmentacijski parametri za simvastatinsko kislino. 
Spojina SimA SimA* SimA-D6 
Prekurzorski ion 435,3 435,3 441,3 
Resolucija (širina bralnega okna Q1 in Q3) 2,5 2,5 2,5 
Hčerinski ion 318,5 115 318,5 
Bralni čas [ms] 50 50 50 
Napetost fragmentorja [V] 141 141 141 
Kolizijska energija [eV] 11 15 11 
Polarnost Negativna Negativna Negativna 
 
- Kolona Poroshell 
Pogoji kromatografske ločbe: 
- Kolona: Poroshell C18 100 × 3,0 mm, 2,7 µm delci 
- Temperatura kolone: 40 °C 
- Volumen injiciranja: 2 µL 
- Čas analize: 4,0 min 
- Mobilna faza: 
o MFA: 0,025 % ali 0,0125 % ocetna kislina v vodi 
o MFB: 100 % acetonitril 
21 
 
Potekala je gradientna elucija z večanjem deleža MFB. Potek spreminjanja sestave mobilne 
faze v odvisnosti od časa je prikazan v preglednici X. 
Preglednica X: Potek spreminjanja sestave mobilne faze v odvisnosti od časa pri 
kromatografski ločbi na koloni Poroshell. 
Čas [min] Delež MFB [%] Pretok MF [mL/min] 
0,50 45 1,000 
1,00 55 1,000 
1,50 65 1,000 
2,00 75 1,000 
2,10 80 1,000 
2,40 85 0,650 
3,10 85 0,650 
3,30 85 0,650 
3,40 30 1,000 
 
Preglednica XI prikazuje časovni potek usmeritve pretoka na masni spektrometer ali v 
odpad ter dodatno pospeševalno napetost na detektorju (EMV). 
Preglednica XI: Časovni potek usmeritve pretoka na masni spektrometer ali v odpad 
pri uporabi kolone Poroshell. 
Začetek segmenta 
[min] 
Usmeritev Dodatna napetostna razlika na 
detektorju (EMV) [V] 
0 V odpad 200 
2,20 V masni spektrometer 350 (negativen način za SimA) 
2,85 V masni spektrometer 350 (pozitiven način za SimV) 
3,50 V odpad 0 
 
Parametri masnega spektrometra: 
- Vir ionizacije: ESI 
- Temperatura sušilnega plina: 275 °C 
- Pretok sušilnega plina: 8 L/min 
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- Tlak za razprševanje: 45 psi 
- Temperatura plaščnega plina: 350 °C 
- Pretok plaščnega plina: 11 L/min 
- Napetost na kapilari: 4000 V 
- Napetost na šobi: 1000 V 
MRM prehodi in fragmentacijski parametri so enaki kot pri uporabi kolone Kinetex 
(preglednici VIII in IX). 
3.2.8. Končna metoda ekstrakcije 
Končna metoda za ekstrakcijo je tekočinska ekstrakcija. Priprava ZR, DR in serumskih 
vzorcev je opisana v poglavjih 3.2.1., 3.2.2. in 3.2.3.. 
V steklene epruvete s pokrovom smo odpipetirali 100 µL vzorca in mu dodali 50 µL IS ter 
100 µL fosfatnega pufra s pH 3,0. Za tem smo dodali 4 mL TBME, epruveto zamašili in 
ovili s parafilmom. Epruveto smo 15 sekund vorteksirali, nato pa smo jo stresali na 
orbitalnem stresalniku 15 minut pri približno 200 obratih na minuto. Po koncu stresanja 
smo epruvete 5 sekund vorteksirali, da smo sprali morebitne ostanke na steklu, jim 
odstranili parafilm in prenesli 3,2 mL organske faze v novo, manjšo stekleno epruveto. 
Organsko fazo smo v epruvetah 10 minut sušili s prepihovanjem z N2 na vodni kopeli pri 
50 °C. Suho vsebino epruvete smo po končanem sušenju ponovno raztopili v 120 µL 
raztopine za redčenje in vorteksirali 30 sekund. Nato smo 100 µL ponovno raztopljenega 
vzorca prenesli v viale s steklenimi inserti. 
Vzorce smo analizirali na LC-MS/MS s kolono Kinetex z metodo, ki je opisana v poglavju 
3.2.7.. 
Vsaki sekvenci smo dodali slepi in dvojno slepi vzorec. Slepi vzorec je vseboval samo 
interni standard (brez analitov), dvojno slepi vzorec pa ni vseboval niti analitov niti 
internih standardov. 
3.2.9. Preizkus metode po zahtevah za validacijo bioanalizne metode 
Metodo, ki se je izkazala za najbolj učinkovito (opisana v poglavju 3.2.8.), smo na 
podganjem serumu preizkusili po parametrih za validacijo bioanalizne metode. Ravnali 
smo se po smernicah FDA in EMA (27, 28). Preizkus smo izvajali tri zaporedne dni. Vsak 
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dan smo pripravili sveže ZR, DR, oba pufra in raztopino za redčenje. ZR in DR za 
kontrolne vzorce smo pripravili iz ločenih nateht. 
Selektivnost 
Selektivnost je sposobnost metode, da razlikuje med preiskovanimi spojinami in ostalimi 
komponentami v vzorcu ter jih kvantificira (28). Analizirali smo šest dvojno slepih 
vzorcev seruma posameznih podgan. 
Točnost 
Točnost metode je odmik dobljene povprečne vrednosti meritev od nominalne vrednosti. 
Določa se na kontrolnih vzorcih, na minimalno petih ponovitvah pri vsaj treh različnih 
koncentracijah v celotnem koncentracijskem območju metode. Povprečna vrednost lahko 
od nominalne odstopa za 15 %, razen pri spodnji meji kvantifikacije, kjer je dovoljeno 
odstopanje 20 % (28). Točnost se preverja za vsaj tri analize na vsaj dva različna dneva 
(27). Točnost smo preverjali tri zaporedne dni in jo izračunali po enačbi 1. 
Enačba 1: Izračun točnosti. 
𝑇𝑜č𝑛𝑜𝑠𝑡 [%] =
𝐶𝑖𝑧𝑟𝑎č𝑢𝑛𝑎𝑛𝑎−𝐶𝑛𝑜𝑚𝑖𝑛𝑎𝑙𝑛𝑎
𝐶𝑛𝑜𝑚𝑖𝑛𝑎𝑙𝑛𝑎
𝑥 100%  
Natančnost 
Natančnost metode je odmik posameznih dobljenih vrednosti med seboj pri več ponovitvah 
postopka na več alikvotih istega biološkega vzorca. Določa se na minimalno petih 
ponovitvah pri treh različnih koncentracijah v celotnem kalibracijskem območju. 
Natančnost pri posamezni koncentraciji ne sme preseči 15 % RSD, razen pri spodnji meji 
kvantifikacije, kjer ne sme preseči 20 % RSD (28). Natančnost mora biti preverjena znotraj 
ene analize in med vsaj tremi analizami v vsaj dveh dneh (27). Natančnost smo preverjali 
tri zaporedne dni in jo izračunali po enačbi 2. 
Enačba 2: Izračun natančnosti. 
𝑁𝑎𝑡𝑎𝑛č𝑛𝑜𝑠𝑡 [%] =
𝑆𝑇𝐴𝑁𝐷𝐴𝑅𝐷𝑁𝐼 𝑂𝐷𝐾𝐿𝑂𝑁
𝑃𝑂𝑉𝑃𝑅𝐸Č𝐽𝐸
𝑥 100%  
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- Redčenje vzorcev 
V študiji so lahko prisotni vzorci, ki imajo koncentracijo nad zgornjo mejo kvantifikacije. 
Naredili smo test redčenja vzorcev, za katerega smo pripravili pet ponovitev vzorca nad 
zgornjo mejo kvantifikacije, izvedli ekstrakcijo in vzorce po ekstrakciji redčili z dvojno 
slepim ekstraktom seruma. Točnost in natančnost morata biti znotraj 15 % odstopanja, 
izračunali pa smo ju po enačbah 1 in 2 (27). 
Izkoristek, učinkovitost procesa in vpliv ozadja 
Izkoristek (RE) je odziv detektorja za vzorec, ki smo mu standard dodali pred ekstrakcijo, 
v primerjavi z odzivom detektorja za vzorec, ki smo mu standard dodali po ekstrakciji. 
Vpliv ozadja (ME) je odziv detektorja za vzorec, ki smo mu dodali standard po ekstrakciji, 
v primerjavi z odzivom standardov, raztopljenih v raztopini za redčenje. Učinkovitost 
procesa ekstrakcije (PE) vključuje izkoristek in vpliv ozadja in je odziv detektorja za 
vzorec, ki smo ga dodali plazmi pred ekstrakcijo, v primerjavi z odzivom standardov, 
raztopljenih v raztopini za redčenje (29). Izkoristek ni nujno 100 %, vendar pa mora biti 
obseg ekstrakcije za standard in interni standard natančen in ponovljiv (28). Izkoristek, 
učinkovitost procesa in vpliv ozadja smo izračunali po enačbah 3, 4 in 5 (29). 
Enačba 3: Izračun izkoristka (RE) (29). 
𝑅𝐸 [%] =
C
B
 𝑥 100%  
Enačba 4: Izračun absolutnega učinka matrice (ME) (29). 
𝑀𝐸 [%] =
B
A
 𝑥 100% 
Enačba 5: Izračun učinkovitosti procesa (PE) (29). 
𝑃𝐸 [%] =
C
A
 𝑥 100% =
ME 𝑥 RE
100
  
kjer je: 
A … odziv za standard, raztopljen v raztopini za redčenje 
B … odziv za vzorec, ki smo mu standard dodali po ekstrakciji  
C … odziv za vzorec, ki smo mu standard dodali pred ekstrakcijo 
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Umeritvena krivulja 
Umeritvena krivulja je razmerje med odzivom detektorja in znanimi koncentracijami 
standarda. Umeritvena krivulja mora biti pripravljena v istem biološkem vzorcu kot 
preiskovani vzorci, razen v primeru ko je biološki vzorec težko dobiti. Umeritvena krivulja 
mora zajemati koncentracije, ki se pričakujejo v študiji. Sestavljajo jo dvojno slepi vzorec 
(biološki vzorec brez standarda in internega standarda), slepi vzorec (biološki vzorec, ki 
mu dodamo samo interni standard) in vsaj šest umeritvenih točk (biološki vzorci z znanimi 
koncentracijami spojine) (28). Izvedli smo umeritveno krivuljo v koncentracijskem 
območju od 0,5 µg/L do 50 µg/L za simvastatin in simvastatinsko kislino, z vmesnimi 
točkami pri 1 µg/L, 2,5 µg/L, 5 µg/L, 10 µg/L in 25 µg/L. 
- Spodnja meja kvantifikacije (LLOQ) 
Običajno je to najnižji standard kalibracijske krivulje; v našem primeru 0,5 µg/L. Odziv 
spojine pri spodnji meji kvantifikacije mora biti petkrat višji kot odziv slepega vzorca, 
odziv internega standarda pa lahko v dvojno slepem vzorcu doseže maksimalno 5 % 
odziva v vzorcih (27). Kromatogram spojine mora biti jasen, izračunana koncentracija se 
lahko od nominalne razlikuje za 20 %, RSD vsaj petih ponovitev pa ne sme preseči 20 % 
(28). 
- Zgornja meja kvantifikacije 
Najvišji standard kalibracijske krivulje, v našem primeru 50 µg/L, določa zgornjo mejo 
kvantifikacije. Izračunana koncentracija lahko odstopa od nominalne vrednosti za 15 % 
(28). 
- Umeritvena krivulja 
Za določitev parametrov kalibracijske krivulje se mora uporabiti najenostavnejšo možno 
razmerje med koncentracijo in odzivom. Uporabi se lahko uteževanje. Vsaj 75 % ne-
ničelnih standardov mora ustrezati kriteriju, da se izračunana koncentracija lahko od 
nominalne razlikuje za 15 % oziroma za 20 % v primeru spodnje meje kvantifikacije (28). 
Izračunano koncentracijo smo izračunali po enačbi 6. 
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Enačba 6: Enačba krivulje. 
𝑦 = 𝑘𝑥 + n; 
kjer je: 
y … razmerje odzivov Sim/Sim-IS 
x … koncentracija spojine 
k … naklon 
n … odsek na ordinati 
- Kontrolni vzorci (QC-ji) 
Kontrolni vzorci določajo osnovo za potrditev ali zavrnitev analize. Biti morajo vsaj tri, in 
sicer nižja pri trikratni koncentraciji spodnje meje kvantifikacije, srednja na 30–50 % 
kalibracijske krivulje in višja na 75 % kalibracijske krivulje. Vsaj 4 od 6 kontrolnih točk se 
lahko od nominalne vrednosti razlikujejo za največ 15 % in vsaj polovica kontrolnih točk 
na vsakem nivoju mora biti znotraj 15 % nominalne vrednosti (27,28). Začeli smo s tremi 
kontrolnimi vzorci, zaradi napačne priprave pa smo od drugega dne dalje uporabili štiri 
kontrolne vzorce pri koncentracijah 0,94 µg/L (QC1), 12,5 µg/L (QC2), 25 µg/L (QC3) in 
40 µg/L (QC4). 
Zaradi pomanjkanja podganjega seruma smo preverili ustreznost uporabe človeške plazme 
za umeritveno krivuljo. To smo izvedli tako, da smo pripravili umeritveno krivuljo na 
človeški plazmi in s kontrolnimi vzorci iz podganjega seruma preverili, če ustrezajo 
zgornjim zahtevam. 
Stabilnost 
Pogoji pri testiranju stabilnosti naj bi odražali situacijo, ki je verjetna pri rokovanju s 
pravimi vzorci. Rezultati stabilnostnih vzorcev se lahko od nominalne vrednosti razlikujejo 
za 15 % (28). 
- Stabilnost pri odtajevanju in zamrzovanju 
Testiramo stabilnost vzorca, ki se večkrat odtaja in nazaj zamrzne za primer, če bi morali 
analizo ponavljati. Stabilnost se mora testirati na minimalno treh ciklih odtajevanja in 
zamrzovanja (28). Izvedli smo štiri cikle zamrzovanja in odtajevanja. 
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- Stabilnost v času rokovanja z vzorcem 
Stabilnostni pogoji morajo pokrivati pogoje v laboratoriju, ki se pričakujejo v času 
rokovanja z vzorci (28). Testirali smo stabilnost serumskih vzorcev na laboratorijskih 
pogojih po 4,5 urah. 
- Dolgoročna stabilnost 
Dolgoročna stabilnost mora vključevati čas od prejema vzorcev do analize zadnjega vzorca 
(28). Testirali smo stabilnost v podganjem serumu po 14 dneh in 1 mesecu v 
zamrzovalniku na –20 °C. 
- Stabilnost procesiranih vzorcev 
Stabilnost procesiranih vzorcev vključuje stabilnost v avtomatskem vzorčevalniku. Vzorce 
smo ponovno analizirali po 24 in 48 urah v avtomatskem vzorčevalniku. 
- Stabilnost založne raztopine 
Testirali smo stabilnost ZR2 simvastatina in simvastatinske kisline na različnih pogojih 
shranjevanja (sobna temperatura, 5 °C in ≤ –70 °C) in z dodatkom dveh antioksidantov – 
BHA in askorbinske kisline. Vzorce smo testirali ob času t = 0 ter po 1, 7 in 14 dneh.  
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1. Obarjanje proteinov 
Preglednica XII: Rezultati priprave vzorcev z obarjanjem proteinov. 
 
Odziv [Area counts]  
v oborjenih plazemskih vzorcih 
Odziv [Area counts]  
v raztopini za redčenje 
Koncentracija 
[μg/L] 
SimV SimV/SimV-IS SimV SimV/SimV-IS 
25 7426 24 11937 28 
50 23566 57 43609 59 
 
Preglednica XII prikazuje rezultate vzorcev po pripravi vzorcev z obarjanjem proteinov. 
Ugotovimo, da imamo v plazmi prisotne snovi, ki povzročijo približno dvakratno znižanje 
odziva pri plazemskih vzorcih v primerjavi z raztopino za redčenje kot ozadjem. Tako 
visokega padca odziva ne opazimo pri upoštevanju razmerja z internim standardom, kar 
pomeni, da se tudi z internim standardom dogaja podobno. Za metodo se ne odločimo, saj 
bi zaradi nižjih odzivov težje dosegli nižje koncentracije in s tem nižjo spodnjo mejo 
kvantifikacije. Poleg tega predstavlja taka priprava vzorcev veliko obremenitev 
kromatografskega sistema in predvsem masnega detektorja z motečimi endogenimi snovmi 
in krajša njihove servisne intervale in življenjsko dobo inštrumenta. 
4.2. Razvoj ekstrakcije na trdnem nosilcu 
SPE plošča 
Primerjali smo učinkovitost procesa pri uporabi različnih SPE plošč in vpliv pH na 
učinkovitost ekstrakcije. Rezultati so zbrani v preglednici XIII. 
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Preglednica XIII: Primerjava učinkovitosti procesa pri uporabi različnih SPE 96 well 
plate plošč, elucija z raztopino za redčenje. 
 
Odziv [Area counts] Učinkovitost procesa [%] 
SPE plošča SimV/Hal SimA/Hal SimV SimA 
Captiva 96 well plate® 
0,3145 0,3168 
145 132 
0,2840 0,3108 
Supelco 96 well plate® 
0,4107 0,0220 
198 13 
0,4058 0,0405 
 
Ugotovili smo, da smo imeli nenavadno visoko učinkovitost procesa, razen za 
simvastatinsko kislino pri uporabi plošče Supelco. Odločili smo se, da nadaljujemo s 
poskusi na SPE ploščah, saj je tako visoka učinkovitost malo verjetna, a se lahko pojasni z 
odparevanjem organskega dela topila med postopkom vleka vzorca skozi filtracijske 
kartuše. Preverili smo vpliv pH vzorca na učinkovitost priprave vzorca (preglednica XIV). 
Preglednica XIV: Vpliv pH vzorca na učinkovitost priprave vzorca. Uporabljena je 
SPE plošča Captiva. 
 Odziv [Area counts] (Učinkovitost procesa [%]) 
pH pufra SimV SimV/Hal SimA SimA/Hal 
3,0 7198 (66) 3,2565 (116) 5682 (96) 2,0945 (203) 
4,5 6653 (61) 3,0448 (108) 2864 (49) 1,8779 (182) 
5,0 6662 (61) 2,9102 (104) 2182 (37) 1,7620 (171) 
 
Ugotovili smo, da je bil vzorec, ki smo mu dodali pufer s pH 3,0, bolj primeren za analizo, 
saj je bila učinkovitost ekstrakcije boljša kot pri vzorcih, ki smo jim dodali pufer s pH 4,5 
ali 5,0. Predvsem se vidi razlika pri simvastatinski kislini, pri kateri je učinkovitost 
ekstrakcije dvakrat večja pri uporabi pufra s pH 3,0 v primerjavi z uporabo pufra s pH 4,5. 
SPE kartuše 
Najprej smo primerjali učinkovitost ekstrakcije na dveh različnih SPE kartušah, in sicer 
Strata-X in LC-8. 
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Preglednica XV: Primerjava učinkovitosti procesa pri uporabi različnih SPE kartuš, 
elucija z raztopino za redčenje. 
 Odziv [Area counts] Učinkovitost procesa [%] 
SPE kartuša SimV/Hal SimA/Hal SimV/Hal SimA/Hal 
Strata-X 
0,0131 0,0391 
5 13 
0,0076 0,0224 
LC-8 
0,0268 0,0192 
12 9 
0,0208 0,0218 
 
Iz rezultatov v preglednici XV lahko razberemo, da je učinkovitost procesa ekstrakcije na 
kartušah Strata-X in LC-8 zelo nizka, na kartuši Captiva pa zelo visoka. Podobno kot pri 
SPE 96 well plate gre lahko za različne lastnosti naših spojin in internega standarda, kar 
povzroči različno zadrževanje spojin na kartušah. 
V nadaljevanju smo poskusili eluirati z nevtralnim topilom (50:50 ACN:MeOH), s topilom 
z dodatkom kisline (50:50 ACN:MeOH + 0,1 % ocetna kislina) in z dodatkom baze 
(50:50 ACN:0,2 M amonijak v MeOH). Pri eluciji s kislim in bazičnim topilom smo 
eluirali z 2 mL topila in obe frakciji zbirali posebej, da bi ugotovili, če se spojini zadržujeta 
na kartuši. Preglednica XVI prikazuje rezultate vpliva uporabe različnih topil za elucijo na 
učinkovitost procesa. 
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Preglednica XVI: Vpliv uporabe različnih topil za elucijo na učinkovitost procesa. 
   
Odziv  
[Area counts] 
Učinkovitost 
procesa [%] 
Skupna učinkovitost 
procesa [%] 
K
ar
tu
ša
 
Topilo za 
elucijo 
Fr
ak
ci
ja
 
Si
m
V
 
Si
m
A
 
Si
m
V
 
Si
m
A
 
Si
m
V
 
Si
m
A
 
St
ra
ta
-X
 
Nevtralno 
n.a. 11 59 
0,4 0,8 0,4 0,8 
n.a. 25 36 
Kislo 
1. 2042 1394 48,9 23,7 
53,0 25,5 
2. 174 108 4,2 1,8 
Bazično 
1. 1861 981 44,5 16,7 
60,0 17,9 
2. 645 74 15,4 1,3 
LC
-8
 
Nevtralno 
n.a. 50 95 
0,8 2,3 0,8 2,3 
n.a. 15 179 
Kislo 
1. 738 481 17,7 8,2 
19,1 8,3 
2. 60 8 1,4 0,1 
Bazično 
1. 897 305 21,5 5,2 
36,2 5,5 
2. 616 20 14,7 0,3 
 
Večina spojine se je eluirala s prvo frakcijo, vendar pa pri eluciji z bazo za simvastatin 
druga frakcija ni zanemarljiva. Skupna učinkovitost procesa je za simvastatin višja pri 
eluciji z bazo, za simvastatinsko kislino pa pri eluciji s kislino. Pri obeh, kisli in bazični 
eluciji, je učinkovitost ekstrakcije bistveno višja kot pri nevtralni eluciji, pri kateri v eluatu 
skoraj ni bilo prisotnih analitov. 
Plazemske vzorce smo pripravili na dva različna načina, in sicer smo plazmi direktno 
dodali DR standarda (priprava 1) ali pa smo plazmo najprej redčili s pufrom in ji nato 
dodali DR s standardoma (priprava 2). S tem smo želeli preveriti, kakšen vpliv ima način 
priprave vzorcev na ponovljivost ekstrakcije na kartuši Strata-X, z drugim načinom 
priprave vzorcev pa smo se želeli izogniti morebitnemu delnemu obarjanju plazme ob stiku 
z organskim topilom v fazi obogatitve ozadja. Rezultati so zbrani v preglednici XVII. 
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Preglednica XVII: Primerjava različne priprave plazemskih vzorcev. 
 Odziv [Area counts] RSD [%] 
Priprava 
Si
m
V
 
Si
m
V
/ 
Si
m
V
-I
S 
Si
m
A
 
Si
m
A
/ 
Si
m
A
-I
S 
Si
m
V
 
Si
m
V
/ 
Si
m
V
-I
S 
Si
m
A
 
Si
m
A
/ 
Si
m
A
-I
S 
Priprava 1-1 616384 94,89 61870 4,149 
75,6 5,8 3,3 2,8 Priprava 1-2 129303 83,94 65700 3,900 
Priprava 1-3 148446 95,50 60970 4,126 
Priprava 2-1 543839 94,94 68555 4,011 
91,9 5,0 3,7 1,9 Priprava 2-2 78340 94,63 62773 3,898 
Priprava 2-3 87172 105,3 67062 4,084 
 
Odzivi za simvastatin so precej neponovljivi (RSD = 75,6 % oz. 91,9 %). Interni standard 
te odzive dobro korigira, saj se RSD zmanjša v meje ustreznega (≤15 %). Pri 
simvastatinski kislini je ponovljivost ekstrakcije visoka že brez internega standarda. Glede 
na rezultate smo se odločili, da bomo tudi v nadaljnjih poskusih uporabljali prvotni način 
priprave vzorca, tako da bomo plazmi takoj dodali spojini in šele nato pufer. Ta način 
priprave je tudi bolj podoben kasnejšemu testiranju pravih vzorcev, ki bodo spojini že 
vsebovali in jim bomo pred nadaljnjo obdelavo dodali samo pufer. 
Na koncu smo preverili, kakšna bi bila umeritvena krivulja za obe spojini pri uporabi SPE 
kartuše Strata-X. Rezultati za umeritveno krivuljo so podani v preglednicah XVIII in XIX. 
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Preglednica XVIII: Rezultati umeritvene krivulje za simvastatin in simvastatinsko 
kislino na SPE kartuši Strata-X. 
 Odziv [Area counts] Povprečen odziv 
c [μg/L] 
Si
m
V
 
Si
m
V
/ 
Si
m
V
-I
S 
Si
m
A
 
Si
m
A
/ 
Si
m
A
-I
S 
Si
m
V
 
Si
m
V
/ 
Si
m
V
-I
S 
Si
m
A
 
Si
m
A
/ 
Si
m
A
-I
S 
0,05 
439691 131,0 40462 3,032 
248759 125,0 40079 3,067 
57827 119,0 39697 3,102 
0,5 
57752 106,6 42450 2,989 
51357 108,3 41901 3,001 
44961 109,9 41352 3,013 
1 
337662 137,8 39104 3,157 
197457 127,3 39367 3,098 
57252 116,7 39630 3,040 
10 
65299 118,9 63778 4,849 
56878 123,0 63321 4,810 
48458 127,2 62864 4,771 
25 
370466 164,1 101989 7,751 
213243 153,5 102369 7,708 
56019 142,9 102750 7,665 
50 
78208 174,9 166465 13,65 
78616 169,1 166295 13,55 
79025 163,3 166125 13,46 
 
Preglednica XIX: Naklon, odsek na ordinati in R2 umeritvenih krivulj za simvastatin 
in simvastatinsko kislino na SPE kartuši Strata-X. 
  k [L/µg] n [µg/L] R2 
SimV 
Brez uteževanja 1,0521 119,19 0,8691 
Po uteževanju -5,4735 125,15 0,9908 
SimA 
Brez uteževanja 0,2097 2,8469 0,9970 
Po uteževanju 0,1027 3,0606 0,9975 
 
Vzorce pri posamezni koncentraciji smo injicirali dvakrat iz iste viale. Opazili smo, da se 
odzivi med seboj precej razlikujejo, kar nakazuje na prisotnost učinka matrice. Odločili 
smo se, da s SPE metodo ne bomo nadaljevali, saj poleg nizke učinkovitosti procesa ne 
dosežemo linearnega razmerja med koncentracijo in odzivom za simvastatin niti po 
uteževanju rezultatov. 
34 
 
4.3. Razvoj tekočinske ekstrakcije 
Razvoj tekočinske ekstrakcije smo začeli s primerjavo različnih organskih topil: terc-butil 
metil etra, etil acetata ter dveh mešanic etil acetata in heksana, 30:70 etil acetat:heksan in 
70:30 etil acetat:heksan (preglednica XX). 
Preglednica XX: Primerjava različnih organskih topil za tekočinsko ekstrakcijo. 
  
Odziv 
[Area counts] 
Učinkovitost 
procesa [%] 
Razmerje 
c100 µg/L/c50 µg/L 
Organsko topilo c [μg/L] SimV SimA SimV SimA SimV SimA 
TBME 
50 12408 2560 49,9 29,5 
2,0 2,3 
100 24528 5930 45,0 31,5 
EtAc 
50 1832 605 7,4 7,0 
0,8 0,9 
100 1519 574 2,8 3,1 
30:70 
EtAc:heksan 
50 5484 1334 22,1 15,4 
2,0 2,1 
100 10841 2768 19,9 14,7 
70:30 
EtAc:heksan 
50 7868 2133 31,7 24,6 
0,2 0,2 
100 1876 517 7,6 6,0 
 
S tem poskusom smo želeli ugotoviti, katero organsko topilo bi bilo najbolj optimalno 
uporabiti za nadaljnjo tekočinsko ekstrakcijo, in želeli preveriti, pri katerih organskih 
topilih dobimo čim bolj linearno zvezo med koncentracijo in odzivom. Vzorce smo po 
ekstrakciji pustili čez noč v digestoriju, naslednji dan pa smo jih ponovno raztopili v 60% 
acetonitrilu. Vzorci, pri katerih je bil za organsko fazo uporabljen etil acetat, se čez noč 
niso posušili v digestoriju, zato smo jih tam pustili še dva dni. Izkazalo se je, da je 
učinkovitost procesa ekstrakcije zelo nizka, saj v vzorcu ni bilo skoraj nič simvastatina in 
simvastatinske kisline. To je lahko posledica tega, da sta bila vzorca dolgo časa na zraku in 
bi lahko pomenila nestabilnost simvastatina in simvastatinske kisline, vendar kljub vsemu 
tako nizkih izmerjenih koncentracij ne moremo pripisati zgolj razpadu simvastatina in 
sivastatinske kisline. Ob spremljanju stabilnosti simvastatina v vodi ter v zmesi vode in 
acetonitrila so odkrili, da večinoma pride do pretvorbe laktona v hidroksikislinsko obliko 
ob prisotnosti kisline ali acetonitrila (30). 
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V tem poskusu se je za najbolj učinkovito organsko topilo izkazal terc-butil metil eter, pri 
katerem je tudi razmerje odzivov glede na koncentracijo ustrezno, kar pomeni, da so 
rezultati linearni. Sicer pa so bili rezultati linearni tudi pri uporabi 30:70 etil 
acetata:heksana kot organske faze, vendar pa je v tem primeru izkoristek ekstrakcije 
približno dvakrat nižji kot pri uporabi terc-butil metil etra, zato smo se za nadaljnje 
poskuse odločili za terc-butil metil eter in etil acetat. Za etil acetat nismo imeli realnih 
rezultatov, kako učinkovit je kot organsko topilo pri ekstrakciji s simvastatinom in 
simvastatinsko kislino. 
V nadaljevanju smo primerjali terc-butil metil eter in etil acetat kot organski fazi ter 
preverili vpliv pH pufra, ki ga dodamo vzorcu na začetku ekstrakcije, in vpliv volumna 
organske faze na učinkovitost procesa ekstrakcije. Uporabili smo pufer z amonijevim 
acetatom in ga umerili na tri različne pH vrednosti 4,0, 4,5 in 5,0. Tokrat smo vse vzorce 
sušili z N2 na vodni kopeli (T=50 °C). 
Preglednica XXI: Primerjava dveh organski topil ter vpliv pH pufra in volumna 
organske faze na učinkovitost ekstrakcije. 
   
Odziv  
[Area counts] 
Učinkovitost procesa [%] 
Organsko topilo pH pufra VOT [μL] SimV SimA SimV SimA 
TBME 4,0 1500 15628 12903 23,0 54,8 
EtAc 4,0 1500 10954 8612 16,1 36,6 
TBME 5,0 1500 16458 15531 24,2 66,0 
EtAc 5,0 1500 10089 8947 14,8 38,0 
TBME 4,5 3000 16058 15022 53,8 68,6 
EtAc 4,5 3000 23371 11943 78,3 54,5 
TBME 4,5 4000 27503 18781 89,4 83,9 
EtAc 4,5 4000 21894 16872 71,2 75,3 
 
Iz rezultatov v preglednici XXI vidimo, da je bila najvišja učinkovitost ekstrakcije 
dosežena pri uporabi 4000 µL organske faze, različen pH pufra, 4,0 ali 5,0, pa skoraj ni 
imel vpliva na učinkovitost ekstrakcije. Terc-butil metil eter se je pri vseh pogojih izkazal 
za bolj učinkovito organsko fazo, zato smo se odločili, da bo pri tekočinski ekstrakciji to 
naša organska faza. 
36 
 
Ponovno smo želeli preveriti vpliv pH na učinkovitost ekstrakcije, saj smo iz prejšnjih 
dveh poskusov dobili precej različne vrednosti (preglednici XX in XXI). Tokrat smo 
pripravili pufer z amonijev acetatom in ga umerili na pH vrednosti 4,5 in 5,0 ter fosfatni 
pufer, ki smo ga umerili na pH 3,0. 
Preglednica XXII: Vpliv pH na učinkovitost ekstrakcije. 
 Odziv [Area counts] Učinkovitost procesa [%] 
pH pufra SimV SimA SimV SimA 
3,0 17496 12066 60,2 69,9 
4,5 17619 10273 60,6 59,5 
5,0 18179 9946 62,6 57,6 
 
Vrednost pH pufra na učinkovitost ekstrakcije simvastatina praktično ni vplivala, je pa 
vplivala na učinkovitost ekstrakcije simvastatinske kisline, zato smo za začetni pufer, ki ga 
dodamo vzorcu, izbrali fosfatni pufer s pH 3,0. 
Zaradi pričakovanega večjega števila vzorcev študije smo testirali stabilnost simvastatina 
in simvastatinske kisline v plazmi, ki je bila v času rokovanja z vzorcem na ledu ali na 
sobni temperaturi. Pripravili smo več vzorcev in jih v določenih časovnih točkah 
ekstrahirali. Časovne točke in rezultati so prikazani v preglednici XXIII ter na grafih 1 in 
2. 
Preglednica XXIII: Stabilnost simvastatina in simvastatinske kisline v plazemskih 
vzorcih na ledu in na sobni temperaturi. 
 Delež spojine glede na t0 [%] 
Pogoji Led ST 
(t) [min] SimV SimA SimV SimA 
0 100,0 100,0 100,0 100,0 
15 
  
103,9 99,6 
30 
  
99,5 104,5 
45 
  
101,4 104,2 
60 97,7 96,8 98,5 102,5 
90 
  
97,4 104,4 
120 103,3 100,0 102,9 105,6 
180 108,3 97,5 95,4 80,7 
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Graf 1: Stabilnost simvastatina v plazemskih vzorcih na sobni temperaturi in na ledu. 
 
Graf 2: Stabilnost simvastatinske kisline v plazemskih vzorcih na sobni temperaturi 
in na ledu. 
Stabilnost simvastatina in simvastatinske kisline v plazemskih vzorcih na ledu smo s tem 
poskusom potrdili. Plazemski vzorci so na ledu stabilni najmanj tri ure. Vzorcu po 
180 minutah na sobni temperaturi pred ekstrakcijo ni bil dodan pufer s pH 3,0, kar verjetno 
vpliva na zmanjšan delež simvastatinske kisline glede na odsek na ordinati. Kljub potrjeni 
stabilnosti na ledu smo želeli ponovno preveriti stabilnost na pogojih dela v laboratoriju, 
saj je izvedba ekstrakcije brez uporabe ledu enostavnejša. Drugo testiranje smo izvedli 
ločeno za simvastatin in simvastatinsko kislino ter skupaj za obe spojini. Poskus je tudi 
bolj relevanten od prvega, saj smo pri izvedbi drugega poskusa začeli uporabljati interna 
standarda simvastatin-D6 in simvastatinsko kislino-D6, ki smo ju vzorcem dodali tik pred 
izvedbo ekstrakcije. 
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Preglednica XXIV: Stabilnost simvastatina, simvastatinske kisline in obeh skupaj v 
plazmi po 5 urah. 
 Delež spojine glede na t0 [%] 
 SimV SimA SimV in SimA 
t [h] SimV/SimV-IS SimA/SimA-IS SimV/SimV-IS SimA/SimA-IS 
0 100 100 100 100 
0,5 100 98 97 102 
1 98 100 95 101 
2 99 100 95 103 
3 94 101 94 103 
4 94 103 91 110 
5 91 103 90 108 
 
S poskusom smo potrdili, da je stabilnost plazemskih vzorcev najmanj 5 ur na sobni 
temperaturi in da prisotnost obeh spojin v vzorcu ne vpliva na stabilnost ene ali druge 
(preglednica XXIV). 
Sledil je preizkus priprave plazemskih vzorcev na dva različna načina, kot smo to naredili 
pri ekstrakciji s SPE na kartuši Strata-X. Plazmi smo direktno dodali DR spojin (priprava 
1) ali pa smo plazmo najprej redčili s pufrom in ji nato dodali DR spojin (priprava 2). 
Preveriti smo želeli vpliv priprave vzorca na ponovljivost tekočinske ekstrakcije 
(preglednica XXV). 
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Preglednica XXV: Primerjava različne priprave plazemskih vzorcev. 
 Odziv [Area counts] RSD [%] 
Priprava 
Si
m
V
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V
/ 
Si
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V
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S 
Si
m
A
 
Si
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A
/ 
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A
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S 
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m
V
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S 
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m
A
 
Si
m
A
/ 
Si
m
A
-I
S 
Priprava 1-1 208662 26,6552 93038 4,8394 
7,3 7,7 9,2 10,6 Priprava 1-2 247975 28,5922 99718 4,8992 
Priprava 1-3 239252 23,6490 79720 3,8524 
Priprava 2-1 343857 28,4973 87314 3,9273 
7,7 3,5 4,4 0,8 Priprava 2-2 327576 27,4070 85128 3,9604 
Priprava 2-3 285261 29,8454 78641 4,0072 
 
Ugotovili smo, da način priprave plazemskega vzorca vpliva na ponovljivost ekstrakcije. 
Ponovljivost tekočinske ekstrakcije je pri pripravi 2 boljša kot pri pripravi 1. Vseeno pa je 
RSD povsod nižji kot 15 %, zato se v nadaljevanju odločimo za prvo pripravo vzorcev. Ta 
način priprave se nam je zdel bolj primeren tudi z vidika realnih vzorcev, ki bodo imeli 
spojini že prisotni in jim bomo na začetku samo dodali pufer. 
V primerjavi z ekstrakcijo na trdnem nosilcu (preglednica XVII) smo pri tekočinski 
ekstrakciji opazili bistveno boljšo ponovljivost odzivov za simvastatin, ki jih sicer interni 
standard dobro korigira. Noben rezultat ponovljivosti pri tekočinski ekstrakciji ne presega 
15 % RSD, v večini primerov pa smo imeli pri tekočinski ekstrakciji tudi višjo 
učinkovitost procesa, zato smo se kljub nekoliko boljšim ponovljivostim pri ekstrakciji na 
trdnem nosilcu odločili, da bo naša končna metoda za pripravo vzorcev tekočinska 
ekstrakcija. Dodaten kriterij za izbiro tekočinske ekstrakcije je bila tudi cena. Strošek 
tekočinske ekstrakcije je precej nižji, saj 1 L TBME stane okoli 80 €, kar zadostuje za 
približno 240 vzorcev, ena SPE kartuša pa stane okoli 3 €, torej bi bil materialni strošek za 
240 vzorcev okoli 700 €, kar je skoraj 10  več, kot v primeru tekočinske ekstrakcije. 
Preden smo se lotili preizkusa metode na podganjem serumu, smo preverili, kakšna je 
umeritvena krivulja. Rezultati za simvastatin sprava niso bili obetavni (graf 3), vendar smo 
zaradi vedenja, da je simvastatin slabo topen v vodi, pomislili, da bi zamenjali raztopino, s 
katero rekonstituiramo vzorec, če se je morda izkoristek pri višjih koncentracijah zaradi 
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slabe topnosti analita zmanjšal. Ponovno smo pripravili vzorce za umeritveno krivuljo, jih 
ekstrahirali in posušili, vendar smo jih tokrat namesto v 60 % acetonitrilu, ponovno 
raztopili v raztopini za redčenje (75:25 acetonitril:100 mM amonijev acetat, pH 4,5). 
Rezultati obeh poskusov so prikazani v preglednicah XXVI in XXVII ter na grafih 3 – 6. 
Zaradi boljše linearnosti in večje ponovljivosti dobljene po modificirani metodi 
rekonstitucije posušenih vzorcev (graf 5) smo sklepali, da smo rešili težavo opaženo sprva 
pri simvastatinu. 
Preglednica XXVI: Umeritvena krivulja tekočinske ekstrakcije, rekonstitucija s 60 % 
acetonitrilom. 
 Odziv [Area counts] 
c [µg/L] SimV/SimV-IS SimA/SimA-IS 
0,05 0,2976 0,1821 
0,1 0,0661 0,1412 
0,5 1,0937 0,9438 
1 0,0858 1,8177 
5 3,6578 6,6285 
25 1,3361 36,0175 
50 0,1987 73,4278 
100 0,5579 155,8363 
 
 
Graf 3: Umeritvena krivulja simvastatina, rekonstitucija s 60 % acetonitrilom. 
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Graf 4: Umeritvena krivulja simvastatinske kisline, rekonstitucija s 60 % 
acetonitrilom. 
 
Preglednica XXVII: Umeritvena krivulja simvastatina in simvastatinske kisline, 
rekonstitucija z raztopino za redčenje. 
 Odziv [Area counts] 
c [µg/L] SimV SimV/SimV-IS SimA SimA/SimA-IS 
0,05 1015 0,0569 150 0,0026 
0,1 1072 0,0933 184 0,0063 
0,25 1227 0,1092 309 0,0110 
0,5 2029 0,1999 637 0,0206 
1 4466 0,3672 1474 0,0504 
5 17927 1,5626 7380 0,2651 
10 36934 3,1059 15047 0,5097 
25 127875 8,6763 51933 1,4451 
50 186152 18,535 87874 3,0074 
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Graf 5: Umeritvena krivulja simvastatina, rekonstitucija z raztopino za redčenje. 
 
 
Graf 6: Umeritvena krivulja simvastatinske kisline, rekonstitucija z raztopino za 
redčenje. 
Z uporabo raztopine za redčenje kot medija za rekonstitucijo smo dobili ustrezni 
umeritveni krivulji za simvastatin in simvastatinsko kislino. Rezultate smo uteževali z 1/x2 
in s tem izboljšali točnost nižje ležečih kalibratorjev. Vrednosti R2 sta bili za oba analita 
visoki kljub uteževanju: za simvastatin 0,9998, za simvastatinsko kislino pa 0,9999. Odzivi 
vzorcev s koncentracijami 0,05 µg/L, 0,1 µg/L in 0,25 µg/L so bili predvsem za 
simvastatinsko kislino zelo nizki v primerjavi s šumom in težko določljivi, zato smo se 
odločili, da bo spodnja meja umeritvene krivulje 0,5 µg/L, zgornja meja pa ostane 50 µg/L. 
Tako merilno območje v veliki meri sovpada tudi z ostalimi objavljenimi metodami za 
merjenje simvastatina in simvastatinske kisline v plazmi (21, 30–32). 
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4.4. Tekočinska kromatografija sklopljena s tandemsko masno 
spektrometrijo 
Vpliv izbire mobilne faze A 
Preizkusili smo dve mobilni fazi A, 0,025 % in 0,0125 % ocetno kislino. Na slikah 5 in 6 
vidimo vpliv različnih mobilnih faz na kromatograma simvastatina in simvastatinske 
kisline. Manjša vsebnost ocetne kisline je zvišala odziv simvastatinske kisline, vendar pa je 
bistveno znižala odziv simvastatina, zato smo se odločili, da bo naša mobilna faza A 
0,025 % ocetna kislina v prečiščeni vodi. 
 
Slika 5: Vpliv mobilne faze na kromatogram simvastatinske kisline. 
Zgornji kromatogram (vijoličen): MFA je 0,025 % ocetna kislina, spodnji kromatogram (zelen): MFA je 
0,0125 % ocetna kislina. 
 
Slika 6: Vpliv mobilne faze na kromatogram simvastatina. 
Zgornji kromatogram (oranžen): MFA je 0,025 % ocetna kislina, spodnji kromatogram (moder): MFA je 
0,0125 % ocetna kislina. 
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Vpliv volumna injiciranja 
Ob prisotnosti učinka matrice v vzorcu lahko volumen injiciranja vpliva na nelinearno 
povečanje odziva detektorja na preiskovano spojino s povečanjem volumna injiciranja. S 
povečanjem volumna injiciranja smo želeli doseči višji odziv detektorja, da bi dosegli nižjo 
spodnjo mejo kvantifikacije, vendar pa zelo visoki volumni injiciranja niso smiselni, če s 
tem bistveno ne zvišamo tudi odziva. Za simvastatinsko kislino smo ugotovili linearno 
odvisnost med povečanjem volumna in odziva, pri simvastatinu pa pri višjih volumnih 
injiciranja ni več linearne odvisnosti, saj se odziv, ko dosežemo določen maksimum, ne 
veča več linearno (graf 7). 
 
Graf 7: Vpliv volumna injiciranja na odziv simvastatina in simvastatinske kisline. 
 
Vpliv izbire kolone 
Za analizo vsebnosti simvastatina in simvastatinske kisline smo na LC-MS/MS primerjali 
metodi s kolonama Kinetex in Poroshell ter metodo z uporabo predkolone brez uporabe 
katere izmed kolon. 
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Slika 7: Vpliv izbire kolone na kromatogram simvastatinske kisline. 
Zgornji kromatogram (temno zelen): kolona Poroshell, srednji kromatogram (rdeč): kolona Kinetex, spodnji 
kromatogram (svetlo zelen): predkolona. 
 
Slika 8: Vpliv izbire kolone na kromatogram simvastatina. 
Zgornji kromatogram (moder): kolona Poroshell, srednji kromatogram (temno rdeč): kolona Kinetex, spodnji 
kromatogram (oranžen): predkolona. 
S slik 7 in 8 je razvidno, da je tudi izbira kolone močno vplivala na odzive kromatogramov 
za obe spojini pri enaki koncentraciji in pri enakem volumnu injiciranja. Najvišje vrhove 
smo pri nizki koncentraciji dosegli s kolono Poroshell. Prednost metode brez kolone je v 
hitrosti (čas ene analize je okoli 1,5 minute), vendar pa bi morali pri tej metodi precej 
zvišati spodnjo mejo kvantifikacije, da bi dosegli ustrezno točnost in ponovljivost. 
Poroshell kolona nam omogoča največjo občjutljivost, vendar pa je ta metoda zaradi daljše 
kolone neobhodno podaljšala tudi čas analize. Zato smo se odločili, da izberemo kolono 
Kinetex, ki omogoča najboljši kompromis med hitorstjo na eni strani in občutljvostjo na 
drugi strani. 
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4.5. Preizkus metode po zahtevah za validacijo bioanalizne 
metode 
4.5.1. Selektivnost 
Pri določanju selektivnosti smo naleteli na nepričakovane rezultate. Glede na preglednico 
XXVIII sta bila v vzorcih, pri katerih ju ne bi smelo biti, prisotna simvastatin in 
simvastatinska kislina, interna standarda pa nista bila prisotna. Razloga za ta pojav, kljub 
nadaljnjim raziskavam, nismo odkrili (glej poglavje 4.5.2.), možna razlaga za prisotnost 
spojin pa je, da je prišlo pri rokovanju z vzorci do navzkrižne kontaminacije s spojinama. 
Pri nadaljnjih preizkusih ustreznosti metode v dvojno slepih vzorcih ni bila prisotna 
nobena od spojin. 
Preglednica XXVIII: Odzivi masnega spektrometra pri testiranju selektivnosti. 
 
SimV 
[Area counts] 
SimV-IS 
[Area counts] 
SimA [Area 
counts] 
SimA-IS 
[Area counts] 
Serum 1 10447 41 980 96 
Serum 2 8057 11 40943 108 
Serum 3 12017 20 72408 56 
Serum 4 11337 27 26254 16 
Serum 5 2962 20 22118 33 
Serum 6 6288 9 22524 39 
Povprečje 8518 21 30871 58 
Oznake seruma 1 do 6 označujejo serume šestih podgan. 
4.5.2. Umeritvena krivulja, točnost in natančnost 
Spodnja meja kvantifikacije 
Spodnja meja kvantifikacije za simvastatinsko kislino je 0,5 µg/L, za simvastatin pa sprva 
pri tako nizkih vrednostih nismo uspeli zagotoviti ustrezne točnosti in ponovljivosti, zato 
smo za spodnjo mejo kvantifikacije določili koncentracijo 1 µg/L. Pri kasnejši ponovni 
validaciji nam je uspelo tudi pri simvastatinu doseči občutljivost s spodnjo mejo 
kvantifikacije pri 0,5 µg/L. 
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Odziv spojine pri spodnji meji kvantifikacije mora biti petkrat višji kot odziv dvojno 
slepega vzorca, odziv internega standarda pa v dvojno slepem vzorcu ne sme presegati 5 % 
odziva v vzorcih. Pri nekaterih dvojno slepih vzorcih smo dobili odzive analitov, ki so 
presegali 20 % odziva LLOQ. Slika 9 prikazuje dvojno slepi vzorec in LLOQ simvastatina, 
kjer je v dvojno slepem vzorcu prisoten vrh simvastatina, ki predstavlja 33 % površine 
vrha LLOQ vzorca. Slika 10 prikazuje dvojno slepi vzorec in LLOQ simvastatinske 
kisline, kjer v dvojno slepem vzorcu ni prisotnega vrha. 
 
Slika 9: Dvojno slepi vzorec in LLOQ simvastatina. 
Kromatogram zgoraj: dvojno slepi vzorec, površina pod vrhom je 5494 area counts; kromatogram spodaj: 
cSimV = 1 µg/L, površina pod vrhom je 16405 area counts. 
  
Slika 10: Dvojno slepi vzorec in LLOQ simvastatinske kisline. 
Kromatogram zgoraj: dvojno slepi vzorec, vrha ni; kromatogram spodaj: cSimA = 0,5 µg/L, površina pod 
vrhom je 6220 area counts. 
Želeli smo ugotoviti vir simvastatina in simvastatinske kisline v dvojno slepih vzorcih, 
zato smo izvedli poskus, pri katerem smo za pipetiranje uporabili tri različne pipete (ena 
izmed njih je bila popolnoma nova), steklene epruvete smo spirali na tri različne načine 
(spiranje z detergentom in etanolom, predhodno na ultrazvočni kopeli, spiranje z 
detergentom in izopropranolom) in uporabili centrifugirke namesto steklenih epruvet. 
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Poskusili smo tudi s sušenjem organske faze na zraku, če bi bil vir nečistot prepihovalnik z 
N2 (TurboVap). Kljub različnim načinom priprave vzorca nismo uspeli določiti vira spojin, 
ki smo jih zaznali v prvotnem eksperimentu, saj so bili pri tem drugem poskusu vsi odzivi 
dvojno slepih vzorcev za obe spojini nižji kot 20 % odziva LLOQ in 5 % odziva internega 
standarda. 
Zgornja meja kvantifikacije 
Zgornja meja kvantifikacije za obe spojini je 50 µg/L. V preglednici XXXI vidimo, da se 
izračunane koncentracije simvastatina in simvastatinske kisline od nominalne ne 
razlikujejo za več kot 15 %. 
Umeritvena krivulja 
Za izračun parametrov umeritvene krivulje smo uporabili linearno regresijo in rezultate 
uteževali z 1/x2. S tem smo zmanjšali odstopanje točk pri nižjih koncentracijah. Oba 
analita ustrezata kriteriju, da mora biti vsaj 75 % vzorcev standardne krivulje znotraj 15 % 
odstopanja od nominalne koncentracije. Za simvastatin smo imeli sprva neponovljive 
rezultate, kasneje pa smo z optimizacijo uporabljenih topil pri rekonstituciji uspeli 
zagotoviti poovljivost tudi za ta analit. Umeritvene krivulje simvastatina in simvastatinske 
kisline so prikazane na grafih 8 in 9, parametri umeritvenih krivulj brez uteževanja in z 
uteževanjem (1/c2) pa so prikazani v preglednicah XXIX in XXX. Preglednica XXXI 
prikazuje točnost preračunanih koncentracij umeritvene krivulje po uteževanju. 
 
Graf 8: Graf umeritvenih krivulj simvastatina. 
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Graf 9: Graf umeritvenih krivulj simvastatinske kisline. 
Preglednica XXIX: Parametri umeritvenih krivulj za simvastatin brez uteževanja in z 
uteževanjem. 
 Brez uteževanja Z uteževanjem 
 Naklon 
[L/µg] 
Odsek na 
ordinati 
R2 
Naklon 
[L/µg] 
Odsek na 
ordinati 
R2 
1. dan 0,3525 -0,0749 0,9997 0,3369 0,0282 0,9970 
2. dan 0,3423 0,0419 0,9948 0,3551 0,0480 0,9927 
3. dan 0,3036 -0,0863 0,9996 0,2868 0,0037 0,9953 
 
Preglednica XXX: Parametri umeritvenih krivulj za simvastatinsko kislino brez 
uteževanja in z uteževanjem. 
 Brez uteževanja Z uteževanjem 
 Naklon 
[L/µg] 
Odsek na 
ordinati R
2 
Naklon 
[L/µg] 
Odsek na 
ordinati R
2 
1. dan 0,0738 0,0024 0,9994 0,0667 0,0456 0,9908 
2. dan 0,0822 -0,0251 0,9995 0,0794 -0,0061 0,9979 
3. dan 0,0781 -0,0144 0,9997 0,0781 -0,0092 0,9997 
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Preglednica XXXI: Točnost preračunanih koncentracij po uteževanju umeritvene 
krivulje za simvastatin in simvastatinsko kislino. 
 Točnost SimV [%] Točnost SimA [%] 
c [µg/L] 1. dan 2. dan 3. dan 1. dan 2. dan 3. dan 
0,5 100,5 97,8 103,5 103,2 101,5 99,8 
1 
 
 98,6  98,9 99,5 
2,5 101,5 107,8 89,9 87,2 92,5 109,1 
5 92,9 108,0 90,4 89,3 107,4 88,5 
10 96,5 101,9 98,3 104,6 95,7 92,4 
25 104,7 85,9 107,1 105,6 100,1 102,8 
50 103,9 98,6 112,2 110,1 103,9 107,9 
Kontrolni vzorci (QC) 
S kontrolnimi vzorci smo vse dni potrdili umeritveno krivuljo (preglednica XXXII). Za 
simvastatin smo prvi dan opazili odstopanje večje kot 15 % v eni od paralelk vzorca LLOQ 
in drugi dan v eni od paralek vzorca QClow. Za simvastatinsko kislino sta bili odstopanji 
prvi dan na eni od paralek vzorca LLOQ in vzorca QClow. Glede na EMA smernice za 
validacijo bioanaliznih metod, ki predpisujejo, da mora ustrezati 67 % vseh analiziranih 
QC vzorcev, lahko torej rečemo, da metoda izpolnjuje predpisane zahteve. 
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Preglednica XXXII: Točnost posameznih kontrolnih vzorcev. 
 Točnost SimV [%] Točnost SimA [%] 
Točka 1. dan 2. dan 3. dan 1. dan 2. dan 3. dan 
LLOQ 
111,9 97,8 103,4 114,7 101,5 99,8 
111,3   102,8   
90,4   110,3   
96,3   96,8   
103,2   81,7   
83,0   105,7   
QClow 
90,1 113,1 106,7 112,1 95,0 94,3 
88,8 83,7 94,6 88,2 90,2 92,8 
86,3 104,8 109,5 120,1 93,5 96,5 
91,9 86,3 94,6 91,4 86,6 91,1 
 102,2 94,0  92,5 101,3 
QChigh 
103,3 91,0 104,3 112,8 101,3 101,4 
101,2 95,1 111,5 110,8 104,3 106,5 
99,7 93,1 108,1 113,2 103,3 103,9 
Točnost 
Ugotovili smo, da je tudi točnost povprečnih vrednosti kontrolnih točk za simvastatin in 
simvastatinsko kislino v celoti ustrezna vse tri dni, torej da povprečje koncentracij od 
nominalne vrednosti odstopa za manj kot 15 % (preglednica XXXIII). 
Preglednica XXXIII: Točnost povprečnih vrednosti kontrolnih vzorcev. 
 Točnost povprečja SimV [%] Točnost povprečja SimA [%] 
Točka 1. dan 2. dan 3. dan 1. dan 2. dan 3. dan 
LLOQ 100,5 97,8 103,5 103,2 101,5 99,8 
QClow 90,3 99,3 100,4 105,1 92,3 95,5 
QChigh 101,4 93,5 108,1 114,0 103,1 104,2 
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Natančnost 
Preglednica XXXIV: Tridnevna natančnost kontrolnih vzorcev simvastatina in 
simvastatinske kisline. 
 Natančnost SimV, RSD [%] Natančnost SimA, RSD [%] 
Točka 1. dan 2. dan 3. dan Meddnevna 1. dan 2. dan 3. dan Meddnevna 
LLOQ 10,4  4,7 7,8 10,2  6,9 8,9 
QClow 1,8 11,0 7,0 9,2 14,2 2,6 3,4 10,2 
QChigh 1,5 1,6 3,2 6,6 1,2 1,3 2,1 4,9 
 
Natančnost procesa je za simvastatin in simvastatinsko kislino ustrezna (preglednica 
XXXIV). Sprva smo imeli veliko težav z nenatančnostjo in posledično tudi netočnost obeh 
spojin, kar je lahko posledica slabe homogenizacije vzorcev, glede na to da smo vzorce 
pripravljali sami, ter vezave simvastatina in simvastatinske kisline na proteine. Zaradi tega 
bi lahko prišlo do neenakomerno razporejenih spojin v vzorcu in posledično sipanja 
rezultatov. Ena od možnosti za izvor nepričakovanega sipanja rezultatov je tudi 
nestabilnost simvastatina, ki se spontano pretvarja v simvastatinsko kislino v bioloških 
vzorcih pri sobni temperaturi (33). Pri pravih vzorcih tega ne pričakujemo, ker bodo vzorci 
homogeni in spojini ne bosta dodani skupaj z organskim topilom, ki lahko še dodatno 
povzroči obarjanje proteinov in s tem nehomogenost vzorca. 
Redčenje vzorcev 
Testirali smo pet paralelk vzorca pri dvakratni koncentraciji QC4. Po ekstrakciji vzorcev 
smo jih dvakrat redčili z ekstraktom dvojno slepega vzorca. Test redčenja vzorcev se je 
izkazal za uspešnega pri simvastatinski kislini, pri kateri je bila točnost povprečnega 
odziva v primerjavi s QC4 98,1 % (n = 5). Točnost simvastatina po redčenju z dvojno 
slepim ekstraktom je bila slabša, 61,4 % (n = 5). 
4.5.3. Umeritvena krivulja s človeško plazmo 
Zaradi majhne količine podganjega seruma smo želeli preveriti, če je ustrezna tudi 
umeritvena krivulja pripravljena s človeško plazmo. Točke umeritvene krivulje smo 
pripravili s človeško plazmo, nato pa smo s kontrolnimi vzorci, pripravljenimi s podganjim 
serumom, preverili ujemanje med obema vrstama ozadij. Preglednica XXXV prikazuje 
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odstopanje izračunanih koncentracij od nominalne vrednosti pri vzorcih umeritvene 
krivulje, pripravljene s človeško plazmo in kontrolnih vzorcih, pripravljenih s podganjim 
serumom. 
Preglednica XXXV: Odstopanje koncentracij od nominalne vrednosti pri pripravi 
umeritvene krivulje s človeško plazmo. 
  Točka cnominalna [µg/L] cizračunana [µg/L] Odstopanje [%] 
Si
m
va
sta
tin
sk
a 
ki
sli
na
 
Č
lo
v
eš
k
a 
p
la
zm
a 
UK0,5 0,5 0,51 1,2 
UK1 1 1,02 2,0 
UK2,5 2,5 2,32 -7,1 
UK5 5 4,66 -6,8 
UK10 10 9,24 -7,6 
UK25 25 26,59 6,4 
UK50 50 55,99 12,0 
Po
dg
an
ji 
Se
ru
m
 
QC1 0,97 0,86 -11,6 
QC2 12,94 11,83 -8,6 
QC3 25,88 23,90 -7,6 
QC4 41,40 39,09 -5,6 
Si
m
va
sta
tin
 
Č
lo
v
eš
k
a 
p
la
zm
a 
UK1 1 0,97 -2,6 
UK2,5 2,5 2,35 -5,9 
UK5 5 4,56 -8,7 
UK10 10 9,45 -5,5 
UK25 25 26,34 5,4 
UK50 50 56,97 13,9 
Po
dg
an
ji 
se
ru
m
 QC2 12,73 10,20 -19,8 
QC3 25,46 20,31 -20,2 
QC4 40,73 34,55 -15,2 
 
Izračunane koncentracije kontrolnih točk simvastatinske kisline so od nominalnih 
koncentracij odstopale za manj kot 15 %, za simvastatin pa 15–20 %, kar ni več kot pri 
uporabi podganjega seruma za umeritveno krivuljo. Na podlagi teh rezultatov smo se 
odločili, da je tudi človeška plazma ustrezna biološka podlaga za pripravo umeritvene 
krivulje simvastatinske kisline in simvastatina. 
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4.5.4. Izkoristek in vpliv ozadja 
Na podlagi rezultatov, podanih v preglednici XXXVI, smo ugotovili, da pri tekočinski 
ekstrakciji nimamo značilnega učinka matrice, zato sta izkoristek in učinkovitost priprave 
podobna (v učinkovitosti priprave sta zajeta tako izkoristek kot tudi učinek matrice). 
Opazimo, da se oba interna standarda obnašata podobno kot analita, torej interni standard v 
našem primeru ni imel ključnega pomena za vrednotenje rezultatov. Za simvastatinsko 
kislino in simvastatinsko kislino-D6 sta izkoristek in učinkovitost ekstrakcije praktično 
enaka, zato sta tudi izkoristek in učinkovitost ekstrakcije za razmerje med simvastatinsko 
kislino in njenim internim standardom skoraj 100%. Izkoristek in učinkovitost ekstrakcije 
za simvastatin sta okoli 15 %, za simvastatin-D6 17–19 %, njuno razmerje pa se giblje med 
82 % in 84 %. 
Preglednica XXXVI: Izkoristek, vpliv ozadja in učinkovitost procesa ekstrakcije za 
simvastatin in simvastatinsko kislino na QC2. 
 
SimV 
[Area 
counts] 
SimV-IS 
[Area 
counts] 
SimV/ 
SimV-IS 
SimA 
[Area 
counts] 
SimA-IS 
[Area 
counts] 
SimA/ 
SimA-IS 
Odziv A 170744 69178 2,4682 65619 80413 0,8164 
Odziv B 186147 77378 2,4067 65871 80968 0,8136 
Odziv C 26873 13295 2,0242 21351 26855 0,7957 
RE [%] 14,4 17,2 84,1 32,4 33,2 97,8 
ME [%] 109,0 111,9 97,5 100,4 100,7 99,7 
PE [%] 15,7 19,2 82,0 32,5 33,4 97,5 
Odziv A: odziv za standard, raztopljen v raztopini za redčenje, odziv B: odziv za vzorec, ki smo mu standard 
dodali po ekstrakciji, odziv C: odziv za vzorec, ki smo mu standard dodali pred ekstrakcijo, RE: izkoristek, 
ME: absolutni učinek matrice, PE: učinkovitost procesa. 
Učinkovitost procesa smo preverili tudi na ostalih QC točkah. Za simvastatinsko kislino so 
bile vrednosti 31–39 %, za simvastatinsko kislino-D6 33–38 %, njuno razmerje pa je imelo 
učinkovitost procesa 92–103 %. Simvastatin je imel učinkovitost procesa 16–35 %, 
simvastatin-D6 19–26 %, njuno razmerje pa 79–130 %. 
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4.5.5. Stabilnost 
Stabilnost založnih raztopin 
Stabilnost založnih raztopin smo testirali po enem, sedmih in štirinajstih dneh, na sobni 
temperaturi, v hladilniku (2–8 °C) in v zamrzovalniku (≤ -60 °C). Založna raztopina je 
lahko vsebovala dodatek askorbinske kisline, butiliranega hidroksitoluena, obeh spojin ali 
nobene. 
Preglednica XXXVII: Rezultati testiranje stabilnosti simvastatina in simvastatinske 
kisline v raztopini za redčenje. 
  Delež simvastatina in simvastatinske kisline glede na t = 0 [%] 
 Pull-point t = 0 t = 1 d t = 7 d t = 14 d 
 Pogoji shranjevanja SimV SimA SimV SimA SimV SimA SimV SimA 
Sa
m
o 
ra
zt
op
in
a ST 100 100 102 87 90 166 75 119 
2-8 °C   101 85 91 168 76 118 
≤ -60 °C   13 25 86 173 75 119 
R
az
to
pi
na
 
+A
K
 
ST 100 100 95 82 86 154 74 108 
2-8 °C   99 82 86 160 76 107 
≤ -60 °C   11 19 90 159 77 112 
R
az
to
pi
na
 
+B
H
T 
ST 100 100 97 80 91 148 77 110 
2-8 °C   98 83 89 152 77 111 
≤ -60 °C   27 39 88 149 78 108 
R
az
to
pi
na
 
+A
K
 
+B
H
A
 
ST 100 100 104 82 88 144 90 122 
2-8 °C   103 76 90 137 78 99 
≤ -60 °C   22 31 95 148 79 104 
ST: sobna temperatura, AK: askorbinska kislina, BHT: butililiran hidroksitoluen. 
Glede na preglednico XXXVII ne moremo trditi, da sta askorbinska kislina ali butiliran 
hidroksitoluen bistveno vplivala na stabilnost simvastatina in simvastatinske kisline, zato 
njuna uporaba ni bila smiselna. Potrdili lahko enodnevno stabilnost ZR2 na sobni 
temperaturi in v hladilniku, medtem ko rezultati vzorcev iz zamrzovalnika kažejo na 
nestabilnost. Razlog bi lahko bila nehomogenost vzorcev, saj ti pred analizo niso bili 
premešani na orbitalnem stresalniku. Priporočamo pripravo svežih raztopin. 
Stabilnost vzorcev 
V preglednici XXXVIII so zbrani rezultati testiranja stabilnosti simvastatina in 
simvastatinske kisline po 24 in 48 urah na 5 °C, 14 dneh in 1 mesecu na -20 °C ter rezultati 
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testiranja stabilnosti pri zamrzovanju in odtajevanju vzorca in stabilnosti v času rokovanja 
z vzorcem. 
Preglednica XXXVIII: Rezultati testiranja stabilnosti simvastatina in simvastatinske 
kisline. 
  Točnost glede na t = 0 [%] 
Stabilnostni pogoji Spojina QC1 QC3 
t = 24 h, 5 °C 
SimV 3,2 167,2 
SimA 87,8 99,0 
t = 48 h, 5 °C 
SimV 40,4 193,6 
SimA 154,8 79,7 
t = 14 d, -20 °C 
SimV 16,9 71,5 
SimA 190,5 212,0 
t = 1 m, -20 °C 
SimV 17,4 73,4 
SimA 136,4 158,5 
F/T stabilnost 
(4 cikli) 
SimV 38,0 158,8 
SimA 147,2 90,5 
B/T stabilnost  
(4,5 h) 
SimV 16,2 109,2 
SimA 119,8 121,5 
F/T: stabilnost pri zamrzovanju in odtajevanju vzorca, B/T: stabilnost v času rokovanja z vzorcem. 
Na splošno sta simvastatin in simvastatinska kislina precej nestabilna. Od vseh 
stabilnostnih testiranj lahko potrdimo stabilnost simvastatinske kisline v procesiranem 
vzorcu po 24 urah v avtomatskem vzorčevalniku. Dolgoročno shranjevanje vzorcev v 
zamrzovalniku bi lahko povzročilo pretvarjanje simvastatina v simvastatinsko kislino, saj 
se zviša delež simvastatinske kisline in zniža delež simvastatina. Stabilnost na pogojih v 
laboratoriju je za simvastatin ustrezna ob upoštevanju višje spodnje meje kvantifikacije, pri 
kateri ne upoštevamo QC1. Tudi za simvastatinsko kislino stabilnost po 4,5 urah na sobni 
temperaturi ni ekstremno slaba, vseeno pa priporočamo čim hitrejšo obdelavo vzorcev in 
odsvetujemo dolgotrajno shranjevanje v zamrzovalniku in večkratno odtajevanje ter 
zamrzovanje vzorcev pred izvedbo analize. 
Ob testiranju pravih vzorcev podganjega seruma smo ponovno izvedli testiranje stabilnosti 
procesiranih vzorcev v avtomatskem vzorčevalniku po 48 urah. Glede na začetno 
koncentracijo vzorca je bil po 48 urah delež simvastatina 105 %, simvastatinske kisline pa 
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96 %, kar pomeni zadovoljivo stabilnost pripravljenih vzorcev. Iz prehodnih rezultatov 
lahko torej sklepamo na problematično obnašanje analitov. 
Problematično obnašanje – netočne in nenatančne meritve – je lahko posledica slabe 
topnosti oziroma nestabilnosti simvastatina. Nestabilnost najverjetneje ne izhaja iz 
pretvorbe v simvastatinsko kislino, saj ob znižanih koncentracijah simvastatina nismo 
opazili povišanih koncentracij simvastatinske kisline ali obratno. Iz teh podatkov lahko 
sklepamo na slabo topnost simvastatina ali njegovo vezavo na plazemske proteine ter 
posledično nehomogenost koncentracije simvastatina v vzorcu, možna pa je tudi kakšna 
druga kemična sprememba, ki še ni bila opisana. 
Neustrezni rezultati prvih umeritvenih krivulj za simvastatin, kot tudi stabilnostnih 
vzorcev, so bili nepričakovani, saj smo sklepali, da je stabilnost neobdelanih vzorcev 
takšna, kot jo navaja več člankov, torej vsaj 3 mesece pri vsaj -20 °C (25, 30). 
4.5.6. Umeritvena krivulja pri testiranju vzorcev 
Novo razvito metodo smo uporabili za testiranje 480 vzorcev podganjega seruma, ki so bili 
odvzeti dvanajstim različnim podganam v različnih časovnih točkah po aplikaciji različnih 
formulacij simvastatina, vključno z njegovim predzdravilom. 
Po obdelavi rezultatov vzorcev smo ugotovili, da je kar nekaj rezultatov izven območja 
kalibracijske krivulje, saj so močno presegli koncentracijo 50 µg/L, kolikor je znašala naša 
zgornja meja kvantifikacije, ki je bila enaka kot pri nekaterih drugih metodah, ki so bile 
uporabljene za spremljanje konentracij simvastatina pri podobnih peroralnih odmerkih. 
Odločili smo se, da bomo dodatno razširili kalibracijsko območje z višjimi vrednostmi in 
sicer za simvastatin do 250 µg/L in za simvastatinsko kislino do 5000 µg/L. Za slednjo 
smo tako uporabili naslednje dodatne kalibracijske vzorce v koncentracijah 100 µg/L, 
200 µg/L, 1000 µg/L, 2000 µg/L in 5000 µg/L ter kontrolni vzorec s koncentracijo 
2500 µg/L. Tudi ti vzorci so bili znotraj  15 % odstopa od nominalnih vrednosti 
(preglednica XXXIX). 
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Preglednica XXXIX: Odstopanje izračunanje koncentracije od nominalne za 
simvastatin in simvastatinsko kislino po razširitvi kalibracijskega območja. 
c [μg/L] Odstopanje cSimV od nominalne vrednosti [%] 
Odstopanje cSimA od nominalne 
vrednosti [%] 
50 2,7 3,1 
100 - 5,5 
250 0,1 - 
500 - 2,7 
1000 - 2,9 
5000 - 8,0 
QC - 1,7 
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5. SKLEP 
V začetku dela smo imeli veliko težav predvsem s ponovljivostjo priprave vzorcev, kljub 
uporabi postopkov, ki jih v našem laboratoriju z manj problematičnimi analiti redno 
uspešno izvajamo. Še posebej veliko variabilnost smo zaznali pri simvastatinu, kjer 
sklepamo, da so poglavitni razlogi njegova slaba topnost v vodnih okoljih, vezava na 
proteine in kemična nestabilnost laktonskega obroča. 
Kljub začetnim težavam z neuspelo tridnevno validacijo, nam je na koncu pri ponovni 
validaciji, opravljeni ob vzorcih iz farmakokinetične študije vendarle uspelo po smernicah 
EMA/FDA validirati metodo. Morali smo tudi razširiti delovno območje metode za 
simvastatinsko kislino od 5000 μg/L in do 250 µg/L za simvastatin, saj so koncentracije 
vzorcev iz študije krepko presegale predvideni interval 0,5–50 μg/L za oba analita. Potrdili 
smo tudi odsotnost značilnega absolutnega učinka matrice in ustrezno selektivnost metode.  
Za čim bolj ponovljive rezultate priporočamo, da se pripravijo dnevno sveže založne 
raztopine standardov za pripravo kalibracijskih vzorcev za umeritveno premico in za 
kontrolne vzorce, ter da se nameni velika pozornost homogenizaciji vzorcev pred 
postopkom alikvotiranja in ekstrakcije. 
Zaradi težke dostopnosti podganjega seruma smo izvedli umerjanje s človeško plazmo, 
kontrolne vzorce pa pripravili s podganjim serumom in po analizi ugotovili, da so 
odstopanja kontrolnih vzorcev manjša od dovoljenih 15 %, iz česar sklepamo, da se za 
umerjanje ob pomanjkanju podganjega seruma lahko uporabi tudi človeško plazmo. 
Razvili smo stroškovno učinkovito, razmeroma enostavno in hitro metodo za ekstrakcijo in 
merjenje simvastatina in simvastatinske kisline v farmakokinetičnih vzorcih zelo majhnega 
volumna seruma (100 µL) ter kljub temu dosegli primerljivo občutljivost in mnogo širše 
delovno območje v primerjavi z ostalimi metodami.  
Uporabnost in praktično izvedljivost metode smo prikazali tudi z izvedbo skoraj 500 
vzorcev iz farmakokinetične študije. 
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